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(54) Proteines d'enveloppe, methodes et utilisations 



(57) La presents invention concerne de proteines et 
compositions utilisables pour la production de virus, no- 
tamment retrovirus recombinants. Elle concerne 6gale- 
ment des acides nuc!6iques, vecteurs et cellules modi- 
fies, ainsi que leurs utilisations. L'invention est plus 
part icu lie rem ent relative & de proteines derrvees du vi- 



rus GALV et leurs utilisations. 

La pr6sente invention concerne en particulier une 
proline d'enveloppe chimerique caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins une partie du domaine ex- 
tracellulaire de I'enveloppe du virus GALV ou d'un va- 
riant fonctionnel de celui-ci. 
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Description 

[M 0„ Uproaevileioveolioooooeero.de — ^ 

.xp.dmenlal, dagpoelie, vaeeinal el Iherapeolioa. A™, lea „ vivo <», ln ™„. In vllro. las 

oidas »oo.4lqo.S dans lea c*las . 
rotrovi.os perm.n.n, ainsi, par „en*l.^^^ 

c*... do man*™ » prodoioa urn, prolein. on unpwW. «*- 9 de lram ,,„ „. 

composes anlh/iraux, sic In vivo st ©X vivo, 163 retrovirus onl ole odKes dans Ge n e Ttierapy, D6eembre 1 997 . Les 
aeni.vi.S.lh.rapao^^ 

c'est-a-dire : 

_ i « rtOQt . „ jp\ loca iis6es £ chaque extremite du genome retroviral. Ces sequences 

• rr^roC-rjp2~ 

plus precisement d'elements designes U3, R et U5 ; 

get gag, qui ont ete decrits comma ame.iorant . efficacite d-encaps.dat.on ; 
- la region PB, egalement impliquee dans la replication virale. 

[0005] En genera., ie genome r 6 trovira, defects est en revanche , « ^^^iT^e 
p0 , eJou env 9 .absence de » P* et env sont 

STeSorr™ 

nucleique d'interet dont le transfer! dans une cellule Jj^j^ nir de diff 6r ents types de retrovirus, 

[0006] de' retrovirus appartenant a la famUle des 

tels que des virus ecotropes et/ou amphotropes^ 11 peul sag.r n nota mment les oncovirus 

oncovirus, des lentivirus ou des spumav.rus. Dans ja jam.He ^oncov.rus p ^ ^ q(je 

lents, non porteur .oncogene, tels que par exemple MoMV. ALV «*«J CAEV Un de 

RSV oar exemple Dans la famille des lentrvirus. on peut crter par exemple h iv w 

[0007] Pour la production des retrov.rus recomb nants, le vecteur re w» « exprima nt de maniere stable 

LtSn le comprenant) est gene— "^^SSS^t env). De tel.es lignees sont 

lesfonctionsde complementing Rentes d ' ^^^f^S" 9 ^, PA 317 (Miller et Buttimore, Mol. 
par exemples les .ignees ™ C ™J 0a ™«"^2?e^ WoTogy 167 ( 988) p. 400). D'autres lignees on, 

-x^pS 

vecteur retroviral recombinant (voir ? a < e * emp *°™™™™> ( s6|ectK , it6 pour , es cellules en division. Ainsi, dans les 
[0008] L'une des particulars ^^^^J^SlLm les cellules quiescentes. Par ai.leurs. 
conditions naturelles, les retrov.rus ne sont pas . capab es « ™«* d'enveloppe presente dans la capside. Ainsi, 
,e tropisme des retrovirus est Ltreint a ."espece dont provient 
ZX^ZT^Z^T^ croise ,es barri.es .esp.es). Des enveloppes part.u- 
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Iferernent utilisees pour la construction de retrovirus sont par exemple les enveloppes des virus 4070A, 10A1, VSV 
VIH, du virus de la rage, du virus GALV, ou egalement des enveloppes cellulaires, codant par exemple pour une 
proteine membranaire permettant le ciblage de la particule virale sur un ligand specifique, notamment pour un recepteur 
de type CD4. 

s [0009] L'enveloppe du virus GALV pr6sente un interet particulier En effet, il a 6t6 decrit dans la litterature que le 
virus de la leucemie du gibbon (GALV ; "Gibbon Ape Leukemia Virus"), notamment son enveloppe, avait un tropisme 
particulierement important pour les cellules humaines, notamment hematopoietiques (cellules souches, lymphocytes, 
dendritiques, etc.). II a done 6te envisage, dans Tart anterieur, d'utiliser des retrovirus recombinants pseudotyp6s avec 
l'enveloppe GALV, e'est-a-dire des retrovirus recombinants de type Moloney par exemple, comprenant une enveloppe 

10 GALV, afin d'am6liorer les proprietes d'infection des cellules humaines, notamment hematopoietiques (Bunnel et al., 
PNAS 92 (1995) 7739). Certains resultats particulierement encourageants ont ete* obtenus avec ces retrovirus. 
[0010] N6anmoins, les demandeurs ont maintenant montre" que la proteine d'enveloppe GALV telle que d6crite dans 
Tart anterieur, ne pouvait etre utilisee efficacement, pour la production de retrovirus recombinants, que dans certains 
types limites de cellules de packaging. Ainsi, alors que cette proteine GALV peut £tre utilisee pour produire des retro- 

15 virus dans les cellules de fibroblastes murins (NIH 3T3) par exemple, cette m§me enveloppe ne peut etre mise en 
oeuvre efficacement dans des lignees de packaging etablies a partir de cellules humaines, notamment. En particulier, 
les inventeurs de la presente demande ont mis en evidence que la proteine env du virus GALV tel que decrit par 
Delassus et al. (Virology 1 73 (1 989) 205) (voir residus d'acides amines 1 a 667 tels que representes sur la figure 3 ou 
SEQ ID NO:5), exprimee dans diff6rents types cellulaires possedant un recepteur a l'enveloppe GALV, produit un effet 

20 fusogenique important, conduisant a une fusion des cellules en culture, empechant toute production de retrovirus 
recombinants. 

[0011] La presente invention apporte a present une solution a ce probleme. 

[0012] Ainsi, la presente invention d6crit de nouvelles constructions permettant la production d'une enveloppe de 
type GALV fonctionnelle, non fusogenique dans les cellules. En particulier, la presente invention decoule notamment 
25 de la mise en evidence d'une proteine d'enveloppe GALV non fusogenique, et de la construction de molecules chime- 
riques, artificielles, tronquees et/ou etendues ayant des proprietes avantageuses. 

[0013] La presente invention decoule aussi de la mise en evidence, par les inventeurs, que la fusog6nicite de pro- 
teines d'enveloppe peut etre controiee par une region presente dans le domaine C-terminal de la proteine. A cet egard, 
I'invention decrit aussi de nouvelles proteines d'enveloppe retrovirales (notamment de type GALV), modifiees (notam- 
30 ment dans ia region C-terminale), presentant une activite fusogenique, et leur utilisation pour induire la destruction de 
cellules, in vitro, ex vivo ou in vivo. 

[001 4] Ainsi, dans un premier aspect, I'invention reside en particulier dans des constructions chimeriques, tronquees 
et/ou etendues de l'enveloppe GALV, permettant de reduire, voire suppnmer les proprietes fusogeniques de cette 
proteine dans les cellules possedant un r6cepteur de l'enveloppe GALV. Plus particulierement, I'invention decrit des 

35 enveloppes chimeriques de type GALV, depourvues de fusog6nicite, caracterisees en ce qu'elles comprennent un 
domaine C-terminal (ou cytoplasm ique) h6t6rologue. L'invention decrit aussi une nouvelle proteine d'enveloppe GALV, 
caract6ris6e par un domaine C-terminal particulier, egalement depourvue de f usogenicite. L'invention reside 6galement 
dans des variants de ces enveloppes, les acides nucieiques et vecteurs correspondants, et leurs utilisations, notam- 
ment pour la production de particules retrovirales recombinantes. L'invention est egalement relative aux cellules mo- 

40 difi6es, notamment des cellules de packaging, comprenant les constructions genetiques de l'invention, ainsi qu'a des 
retrovirus recombinants et des methodes pour leur production. 

[0015] Selon un autre aspect, la presente invention reside egalement dans ('utilisation des proprietes fusogeniques 
de proteines d'enveloppes pour induire la destruction de cellules. Ainsi, l'invention d6crit egalement la construction 
d'enveloppes (retrovirales) f usogenes modifiees, notamment dans leur region cytoplasmique. L'invention reside dans 

45 I'utilisation de telles proteines f usogenes comme molecules toxiques pour induire la destruction de cellules in vitro, ex 
vivo ou in vivo. L'invention decrit en outre un procede de preparation de proteines d'enveloppes fusogeniques. 
[0016] Comme indique ci-avant, la presente invention decoule done notamment de la mise en evidence que des 
constructions g6netiques peuvent etre prepares permettant la production d'enveloppes de type GALV sans effet fu- 
sogenique. Ainsi, les demandeurs ont maintenant mis en evidence la sequence d'une proteine d'enveloppe GALV 

50 depourvue d'activite fusogene. Les sequences de cette proteine et de I'acide nucieique codant correspondant sont 
representees sur la Figure 1 (SEQ ID NOS:1 et 2). Ainsi, par rapport a la sequence de la proteine d'enveloppe de 
GALV telle que decrite dans la Iitt6rature (SEQ ID NO:5), il apparait que cette sequence comprend plusieurs modifi- 
cations dans la region C-terminale, et notamment le remplacement de la cysteine 667 par une valine, et I'ajout de 18 
acides amines C-terminaux suppiementaires. Ainsi, cette proteine d'enveloppe comporte une extr6mite C-terminale 

55 particuliere, de sequence Val-Lys-lle-Leu-Val-Leu-Arg-Gln-Lys-Tyr-Gln-Ala-Leu-Glu-Asn-Glu-Gly-Asn-Leu (SEQ ID 
NO:3). Un objet de la presente invention reside done dans une proteine d'enveloppe r6trovirale GALV, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une extr6mite C-terminale de sequence SEQ ID NO:3 ou un variant fonctionnel de celle-ci, 
e'est-a-dire une sequence modifiee, comme detailie plus loin, sans induire de fusogenicite pour la proteine d'enveloppe. 
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P.uspanicu.ieremen.^^^ 
prJundomaineintracy^^ 

Val-Leu-Arg-Gln-Lys-Tyr-Gln-Ala-Leu-Glu-Asn-Glu-Gfy-Asn-Leu (SEQID NQ4) ou ^un 

! FigU re 1). La phase codant ^^^^^S^^eu codon stop. Le 

position 2058 de la sequence SEQ ID NO. ™ awipoara vjms QALV (De , assus S. et al., Virology 173, 

nucleotide en pos.ion 1 f^^^ZTT^^^P^ 685 acides amines, et non 

proteine complete n'induit pas la fusion 

[0018] Parailleurs, ("invention montre egalement que ^^""™^ jon P de toutou pa{Ue du domaine intra- 
fe tropisme des enve.oppes GALV, mais ^^^^l^ro^Z L'invenlion decri, en effet la 

des proteines d'enveloppe. ,„ Q , omon t rians une oroteine d'enveloppe chimerique caracterisee en ce 

IS "tw.'nto . .»» po- .*. .out. „«*» oWopp. c^.nt life *> n«*. *»*n- 

nelle: 

(i) une partie N-termina.e comprenant le domaine extracel.u.aire de la proteine, choisie pour un tropisme desire, 
%Z^S^Z^Xe^ ,e domaine (intra)cyto plasm ique de ,a proteine, choisie de te„e sorte 
que la proteine d'enveloppe chimerique ne soit pas f usogene dans les cellu.es. 

aurrK)insdedeuxprote,nesd'enveloppeheterologuesoue^ d'enveloppe et 

fusion, par expression dans une cellule aPP r °P ne ° n neneralement composees de trois domaines fonction- 

GALV ou dun variant fonctionnel de celuK.. De en cS^ant e domaine extracellulaire (et 

caractere fusogenique de GALV pouvait e J^^£^>^ ^ ur P Ienant que ,e domaine extrace.- 
done le tropisme avantageux) de cette anveloppa ^« su '^°^ ^ f pro duisent, et egalement des 
lulaire, de par sa localisation (expose & la surface des Lesresultats 

P lusloin - . . ^^v^t^nnofiALVselonl'invention correspond essentiellement aux 

maine (intra)cytoplasmique de fenveloppe GALV. chimeriaues de Invention comprennent done tout 
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sion "tout ou partie" indique que les chimeres de ['invention peuvent comprendre soit PintSgralitS du domaine, sort une 
partie seulement de celui-ci. Au sens de {'invention, la partie du domaine extracellulaire peut comprendre avantageu- 
sement 50% au moins des residus du domaine, de preference 60% au moins, encore plus prSfSrentiellement 75% au 
moins. Cette partie peut etre obtenue par les techniques classiques de biologie molSculaire, impliquant par exemple 

5 la coupure enzymatique, la ligature, ['amplification, le clonage, etc, comme illustrS dans la partie expSrimentale. 

[0026] Avantageusement, if s'agit d'une partie fonctionnelle du domaine considSrS. A cet Sgard, le terme "variant 
fonctionnel" ou "partie fonctionnelle" du domaine extracellulaire, designe plus spScifiquement toute partie ou variant 
conservant la capacite d'interagir avec le recepteur de I'enveloppe considSrSe. Le rScepteur Glvr-1 (Sgalement dSsignS 
PiT-1) est le recepteur naturel de I'enveloppe GALV. Lorsque ce recepteur est prSsent a la surface des cellules, ces 

10 cellules sont permissives au virus GALV Une propriStS avantageuse des enveloppes chimeriques selon I'invention est 
qu'elles prSsentent prSfSrentiellement la capacity de liaison au recepteur Glvr-1 . 

[0027] La capacite de liaison au recepteur Glvr-1 des domaines extracellulaires (variants ou fragments de GALV) 
ou des enveloppes chimSriques de I'invention peut etre testae dans diffSrentes conditions, et notamment par : 

15 - incubation dudit domaine ou de I'enveloppe entiere en presence du recepteur Glvr-1 , et mise en evidence d'une 
fixation par les techniques classiques (marquage, competition, etc.). Le rScepteur utilise* peut etre sous forme 
purifiSe, le cas SchSant fixe sur un support. II peut Sgalement s'agir d'une cellule ou membrane cellulaire exprimant 
ledit recepteur ; 

20 - par production de retrovirus recombinants comprenant ladite enveloppe chimSrique, et mise en Evidence de la 
capacity desdits retrovirus d'infecter une cellule porteuse du rScepteur ; ou encore 

par toute autre technique connue de I'homme du metier. 

25 [0028] En outre, le terme variant indique tout polypeptide comportant une ou plusieurs modifications de structure 
primaire, en particulier une ou plusieurs mutations, deletions, substitutions et/ou additions de rSsidus d'acides amines, 
de prSfSrence de moins de 30 acides amines. 

[0029] Plus prSfSrentiellement, les proteines chimeres de I'invention comprennent tout ou partie du domaine extra- 
cellulaire de la proline d'enveloppe GALV represents par les acides aminSs 1 a 490 de la sequence SEQ ID NO:1 

30 ou d'un variant fonctionnel de celui-ci. 

[0030] Une variante particuliere de I'invention consiste en une protSine chimere comprenant le domaine extracellu- 
laire de la proline d'enveloppe GALV represents par les acides amines 1 a 490 de la sequence SEQ ID NO:1 . 
[0031] Comme indique ci-avant, !e domaine N-terminal des proteines chimeres de I'invention peut en outre etre 
compose de tout domaine protSique susceptible de confSrer a I'enveloppe un tropisme particulier (autre enveloppe 

35 virale, enveloppe cellulaire, anticorps ou fragment ou detive d'anticorps, ligand, etc.). 

[0032] Dans un premier mode particulier de mise en oeuvre, les proteines chimetiques selon I'invention comprennent 
au moins une partie ou un variant fonctionnel du domaine extracellulaire de la proteine d'enveloppe GALV, un domaine 
transmembranaire heterologue et un domaine cytoplasmique hetetologue. Une variante plus particuliere reside dans 
une proteine d'enveloppe comprenant un domaine extracellulaire represents par les acides aminSs 1 a 490 de la 

40 sequence SEQ ID NO:1, plus un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique hStSrologues. 

[0033] Dans un autre mode prSfSrS de mise en oeuvre, les protSines chimSriques selon I'invention comprennent au 
moins une partie du domaine extracellulaire et du domaine transmembranaire de I'enveloppe du virus GALV ou d'un 
variant fonctionnel de ceux-ci. 

[0034] Avantageusement, les protSines chimeres de I'invention comprennent tout ou partie des domaines extracel- 
45 lulaire et transmembranaire de la proteine d'enveloppe GALV reprSsentSs par les acides amines 1 a 655 de la sequence 
SEQ ID NO:1 ou d'un variant fonctionnel de ceux-ci. Le terme variant fonctionnel est detini comme ci-avant. Dans le 
cas d'un domaine transmembranaire, il s'agit de tout variant conservant la capacite de s'inseter dans la membrane 
cellulaire. 

[0035] Pretetentiellement, les proteines chimeres de I'invention comprennent I'intSgralitS du domaine extracellulaire 
50 de la proteine d'enveloppe GALV Dans un autre mode prefetS, les protetnes chimeres de I'invention comprennent 
PintSgralitS du domaine transmembranaire de la protetne d'enveloppe GALV Un mode de realisation particulier de 
I'invention est represents par une protSine d'enveloppe chimSrique caractSrisSe en ce qu'elle comprend une rSgion 
de I'enveloppe GALV consistant en la sSquence correspondant aux rSsidus d'acides aminSs 1 a 655 de la sSquence 
SEQ ID NO:1. 

55 [0036] Les protSines d'enveloppe selon la prSsente invention sont plus particulierement caracterisSes en ce qu'elle 
comprennent un domaine cytoplasmique d'une enveloppe hStSrologue. Le terme "enveloppe hStSrologue" dSsigne 
toute protSine d'enveloppe autre que la protSine d'enveloppe du virus GALV dont la sSquence est reprSsentSe sur la 
SEQ ID NO:5. En particulier, il peut s'agir d'une enveloppe provenant d'un variant de GALV ayant une sSquence dif- 
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,insere, dans ,a membrane centre ^jEE ^^llsmembranalrS d'une en- 

egalement une proteine d'enveloppe cellulaire. t6jne d . en veloppe d'un retrovirus ayant 

[0039] Preferentiellement, la proteine d'enveloppe ^^^^A^^^ peut citer la proteine 

.=L M aaaL^^^^^ 

OH, la aaquanc. SEQ ID NO:4 oa un »a„ant looconn.l * ■*" e *' s ^ , ™ x " * ~" p . uvan , s „» oons.art. par 
un precede comprenant : 

. , a liaison dudit domaine a un domaine extracellulaire et un domaine transmembranaire de proteines d'enveloppe 
(par exemple la region 1-655 de la sequence SEQ ID N0:2). 



1998). 



ohiraSrlqu.. G^ralamant, to doma.aaa son. <M»M » u™ ^iTtoiSSnaal soianl lawcalS» ant,. 
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[0047] Un autre objet de I'invention reside egalement dans un acide nucleique codant pour une proteine telle que 
definie ci-avant. II peut s'agir notamment d'un ADN (notamment ADNc) ou d'un ARN. II peut en outre s'agir d'un acide 
nucleique de nature synthetique ou semi-synthetique, optimise pour un usage de codons particulier, ou comprenant 
un ou plusieurs introns artificiels en vue de favoriser I'expression, etc. L'acide nucleique peut etre prepare par les 
s techniques classiques de la biologie moleculaire (criblage de banques, synthese artificielle, amplification, coupures/ 
ligations, clonages, etc.). Generalement, pour la constitution des acides nucleiques de Pinvention, la region codant 
pour le ou les domaines de I'enveloppe GALV est preparee, puis assemblee a la region codant pour le(s) domaine(s) 
de I'enveloppe heterologue. 

[0048] Ainsi, un objet particulier de I'invention reside egalement dans un acide nucleique codant pour une proteine 
10 d'enveloppe GALV comprenant une extr^mite C-terminale de sequence SEQ ID NO:3 telle que definie ci-avant, plus 
particulierement un domaine cytoplasmique de sequence SEQ ID NO:4 tel que defini ci-avant. Un mode specifique de 
realisation comprend un acide nucleique tel que represents sur la sequence SEQ ID NO:1, du nucleotide en position 
1 jusqu'a un nucleotide compris entre les positions 2056 et 2129 inclus de la sequence SEQ ID NO: 1 . 
[0049] Des modes de realisation plus specifiques de I'invention sont representes par: 

15 

un acide nucleique codant pour une proteine d'enveloppe GALV, caracterise en ce qu'ii comprend une sequence 
s'etendant du nucleotide en position 1 jusqu'a un nucleotide compris entre les positions 2056 et 2112 inclus de la 
sequence SEQ ID NO: 1; 

un acide nucleique codant pour une proteine d'enveloppe GALV, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
20 s'etendant du nucleotide en position 1 jusqu'au nucleotide 2058 de la sequence SEQ ID NO: 1 ; 

[0050] L'invention concerne egalement les variants des sequences ci-dessus, tels que notamment les sequences 
resultant de la degenerescence du code g6netique et codant pour une proteine de meme structure primaire, les variants 
resultant du polymorphisme du virus GALV, les variants presentant des alterations genetiques et codant pour une 

25 proteine d'enveloppe de type GALV fonctionnelle, c'est-a-dire essentiellement non-fusogenique et capable de lier le 
recepteur Glvr-1 . L'invention concerne en outre toute sequence hybridant avec les sequences ci-dessus, de preference 
dans des conditions de stringence elevee, et codant pour une proteine d'enveloppe de type GALV fonctionnelle. 
[0051] La presente invention est egalement relative a tout vecteur comprenant un acide nucleique tel que defini ci- 
dessus. Un vecteur selon l'invention peut etre de nature plasmidique, episomique, chromosomique, virale, etc. II s'agit 

30 plus particulierement d'un vecteur plasmidique, par exemple construit a partir de plasmides connus tels que pBR, pUC, 
pBS, pCI, etc. Avantageusement, dans les vecteurs, les acides nucleiques de l'invention sont places sous le controle 
d'un promoteur transcriptionnel. II peut s'agir a cet effet d'un promoteur transcriptionnel fort ou faible, constitutif ou 
selectif, regule ou non, d'origine cellulaire (procaryote, eucaryote, y compris mammifere, dont humain), virale ou arti- 
ficielle. Des promoteurs utilisables a cet effet sont par exemple les promoteurs CMV, PGK, TK, SV40, etc. Le choix du 

35 promoteur peut etre aisement realise par Phomme de Tart en fonction des applications recherchees. 

[0052] Preferentiellement, le vecteur de l'invention comprend en outre une origine de replication, notamment une 
origine de replication fonctionnelle dans les cellules procaryotes, permettant une manipulation et une production aisees 
des vecteurs dans ce type d'hotes (par exemple dans les bacteries, notamment E. coli). Par ailleurs, le vecteur peut 
Egalement comprendre un gene marqueur, permettant de selectionner les cellules dans lesquelles le vecteur a ete 

40 introduit. II peut s'agir notamment d'un gene de resistance a un compose (par exemple a un antibiotique). 

[0053] Un autre objet de ('invention concerne toute cellule comprenant un acide nucleique ou un vecteur tels que 
definis ci-avant. Une telle cellule peut etre procaryote ou eucaryote. En outre parmi les eucaryotes, il peut s'agir d'un 
eucaryote inferieur (par exemple une levure) ou d'un eucaryote supeVieur (cellule veg6tale, animale, humaine, etc.). 
[0054] Avantageusement, i'invention concerne toute cellule de packaging de retrovirus, caracterisee en ce qu'elle 

45 comprend un acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant et un acide nucleique codant pour les proteines 
retrovirales gag et pol. Une telle cellule de packaging est preferentiellement une cellule de mammifere, telle qu'un 
fibroblaste, d'insecte, ou bien, de preference, humaine (cellule embryonaire par exemple). Pour cet objet plus particu- 
lier, on utilise avantageusement des cellules cultivables, non-pathogen es, et transfectables par des acides nucleiques. 
Des exemples particuliers sont des cellules embryonaires de rein ou de retine humaine, ou de lignees cancereuses 

so humaines. 

[0055] Pour la preparation des cellules de I'invention, les acides nucleiques ou vecteurs peuvent etre introduits dans 
les cellules par toute technique connue de Phomme du metier (ADN "nu", electroporation, precipitation au phosphate 
de calcium, "gene gun", vecteur lipidique, cationique, polymerique, etc.). Apres incubation, les cellules sont selection- 
nees, soit sur la base de I'expression de I'enveloppe, soit sur la base de I'expression du gene marqueur (par exemple 
55 par culture en milieu antibiotique). Ces cellules peuvent alors etre maintenues en culture, ou donees et/ou conservees 
sous forme congelee, par exemple. 

[0056] L'invention reside Egalement dans ('utilisation d'un acide nucleique ou d'un vecteur tels que definis ci-avant 
pour la production d'une cellule de packaging de retrovirus. L'invention reside en outre dans une methode de production 
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d ,n 8 ce,lu,dep^^ 
L£nne..esavantageuses,^ 

connues jusqu'a present induisent une fusion de C es envetoppes peuvent done etre uti- 

riqu es de Invention sent preferentiellement depourvu* de '^^^^^ZmSnm. Ceci repr^sente 
.isees avantageusement pour la products ^ZZITZ^W ^SSm les lignees classiques (fibro- 
un avantage important par rapport a Tart "^'jT^JZZ^Z 5o7c potentiellemen. immunogenes. 
Wastes murine) possedent des determinants ^ *S^S!!Ln» recombinants defects, 

[0058] A cet egard, invention a auss. pour obje un precede de P<°°ucvo recuperation 
comp enant .'introduction, dans une celiule de packag,ng 8 ^ ' oSnque clique, telle que 

des «us recombinants produits. Les virus etA>u chromatogra- 
recolte du surnageant, 6ventuellement pur,f.cat on des t ^^^^ m/tm> une proteine d'enveloppe telle 

ZSZSttZZEZZ^Z^ - d— Par 

proteines d'enveloppes, noterr^ «tr« ^-J^ntfenveloppes retrovirales modifiees, fusogenes, et leur ut.- 

Mion « «. p.cf ri.14. (una*, qu. com™ nqM. « £££5*. £. dan. CBM W~ c**i~ « P~l 

nucleique cedent de tel.es prolines) comme agent < 2^^^^ l £ , f^i ne . d'enveloppe tusogene pour la 
in vitro, ex vivo ou in vivo. L'invent.on concerne notamment uMon de pro ^ ^ 

preparation de compositions (Pn armace ^ s) , deSt '" e ^ vitr0 . ex vivo ou in vivo. .."invention 

peutique et/ou vaccinal, notamment pour le traitement de ^ V J° en contact de ce ,| U .es avec une 

coJrne ega.ement une methode de * c 

U pour faci.iter ieur fusion. Ainsi. cette app^np^ • J £ X S-CjiSlL d'anticorps ou presenta- 
rmmortalisees (par exemple tumorales) avec d ° s par fusion de cel.u.es 

r^dant .e ^ecepteur du domaine sent des proteines de type retro- 

[0064] Plus specifiquement, les pro.e.nes s'agit de proteines d'enve.oppe re- 

tire!, e'est-a-dire derivees de prote,nes d'enveloppe '^[ a ^T^Z^ montre a present que la modification 

de tout ou partie de ce domaine conduit a .'apparition de proprietes 

retrovirales modifiees, fusoge- 

[0065] Ainsi, la presente invention reside dans I u Man de ^prote^es ^denvetopp d'enve.oppe 
nes, pour traiter des cel.u.es et/ou indu.re .eur desjuct-on. P£ part-cuhe Encore plus 

££[ '^^SJSISSp. Peuvent etre preparees a partir d'enve.o PP e differentes, notamment retrovi- 
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rales, telles que mentionnees ci-avant. II peut s'agir notamment d'une enveloppe d'un retrovirus ayant un tropisme 
pour les cellules humaines, ce qui permet de generer une proteine f usogenique susceptible d'induire la destruction de 
cellules humaines. A cet egard, on peut citer plus specifiquement les enveloppes de retrovirus de type C, tels que 
GALV, 4070A, 10A1 , MuLV, VSV, VIH ou du virus de fa rage. Comme illustre sur la figure 6, les domaines cytoplasmiques 
5 des proteines d'enveloppe GALV, 4070A, 10A1, MuLV presentent des regions d'homologie forte, qui peuvent etre 
modifiees pour produire des molecules fusogenes. 

[0067] L'invention concerne aussi un precede de preparation d'une proteine fusogene, comprenant (i) la modification 
de la region cytoplasmique d'une proteine d'enveloppe, notamment retrovirale, et (ii) la mise en evidence de I'activite 
fusogene de la proteine, par exemple par incubation en presence de cellules exprimant le recepteur de Penveloppe. 
10 La modification de la region cytoplasmique de la proteine comprend plus specifiquement la deletion de tout ou partie 
de cette region, notamment d'un fragment de I'extremite C-terminale comprenant au moins 5 acides amines, de pre- 
ference au moins 10 acides amines, encore plus preferentiellement au moins 15 acides amines. La modification peut 
egalement comprendre toute autre inactivation, telle que des mutations et/ou insertions inactivantes dans la region 
concernee. 

is [0068] Dans un mode particulier de mise en oeuvre, la proteine d'enveloppe est une proteine d'enveloppe de retro- 
virus de type C, notamment GALV, 4070A, 10A1 ou MuLV et la modification comprend la suppression d'une region du 
domaine cytoplasmique comprenant au moins tout ou partie des residus situ6s du cote C-terminal du motif LVL. 
[0069] Dans un autre mode de realisation, la proteine d'enveloppe fusogene de l'invention est une proteine chim6- 
rique comprenant un domaine extracellulaire ayant un tropisme d6sir6, un domaine transmembranaire, et un domaine 

20 cytoplasmique construit comme decrit ci-dessus, de maniere a conferer a ladite proteine une activite fusogene. Ces 
diff6rents domaines peuvent etreconstruits et assembles comme decrits ci-avant pour les chimeres non-fusogfenes. 
[0070] Les proteines d'enveloppe fusogenes ainsi construites et testees peuvent etre produites, de preference sous 
forme recombinante. Preferentiellement, elles sont produites a partir d'un vecteur retroviral (sous forme de particules 
retrovirales incorporant un tel vecteur). Dans ce mode de realisation, un vecteur retroviral comprenant une sequence 

2S nucieique codant une proteine fusogene selon l'invention est introduit dans une lignee de packaging de retrovirus, 
resistante a la fusogenicite. Une telle Iign6e est gen6ralement une Iign6e de cellules n'exprimant pas (ou peu) le 
recepteur de I'enveloppe. Ainsi, dans le cas particulier de I'enveloppe GALV, on peut utiliser une lignee de packaging 
murine. Par ailleurs, il peut s'agir d'une lignee de packaging modifiee pour ne plus exprimer de recepteur fonctionnel 
a la proteine d'enveloppe consideree. Ainsi, dans le cas particulier de I'enveloppe GALV, on peut envisager d'utiliser 

30 une Iign6e de packaging d'origine humaine dont le g6nome a 6te modifie par inactivation du g£ne codant le recepteur 
de I'enveloppe (i.e., le recepteur Glvr-1 de GALV). La lignee de packaging utilis6e est une lignee exprimant les regions 
gag et pol de retrovirus, et eventuellement la region env d'un retrovirus. Le vecteur retroviral decrit ci-dessus, com- 
prenant une sequence nucieique codant une proteine fusogene selon l'invention constitue un autre objet de la pnasente 
invention. Un tel vecteur comprend avantageusement une sequence LTR a chaque extr6mite et un site d'encapsidation. 

35 [0071] Lorsque la proteine d'enveloppe est exprimee a partir d'une particule retrovirale, la mise en contact des cel- 
lules a traiter (notamment a detruire) avec I'enveloppe fusogene est r6alisee par mise en contact des cellules in vitro, 
ex vivo ou in vivo avec les particules retrovirales. L'infection des cellules conduit a I'expression de I'enveloppe dans 
les membranes cellulaires. Ces proteines d'enveloppe sont ensuite capables d'induire la fusion des cellules traitees 
avec tout cellule exprimant le recepteur de I'enveloppe. 

40 [0072] A titre d'exemple plus specifique, le vecteur retroviral ainsi produit peut etre introduit dans des cellules hu- 
maines cibles (par exemple des cellules cancereuses, des cellules infectees par un virus ou produites dans le cas de 
maladies autoimmunes) pour generer une reaction toxique pour ladite cellule, resultant du caractere fusogenique de 
I'enveloppe. 

[0073] Bien entendu, les proteines d'enveloppe fusogenes peuvent egalement etre produites par expression a partir 
45 de tout autre systeme vecteur, notamment a partir d'un vecteur ptasmiqueou viral. Un exemple particulier est un vecteur 
adenoviral comprenant un acide nucieique codant une enveloppe telle que definie ci-avant. La preparation de tels 
adenovirus peut etre r6alis6e selon les techniques connues de I'homme du metier, par exemple par deletion de tout 
ou partie de la region E1, E2, E3 et/ou E4 du genome adenoviral, insertion dans ce genome de Pacide nucieique 
codant, puis introduction du g6nome ainsi prepare dans une cellule de packaging appropriee, par exemple d6rivee 
50 des cellules 293, le cas echeant en presence de plasmide(s) ou virus helper. Dans ce mode de mise en oeuvre, il n'est 
pas necessaire que la lignee de packaging utilisee soit depourvue du recepteur d'enveloppe, puisque la phase de 
production conduit a une lyse des cellules par les adenovirus. 

[0074] Plus particulierement, cette utilisation selon l'invention peut etre appliquee a la destruction de cellules sensi- 
b les a I'enveloppe utilisee, (par exemple GALV), en particulier de cellules poss6dant le recepteur de I'enveloppe utilisee 
55 (le recepteur Glvr-1 pour GALV). Les propriet6s fusogenes peuvent ainsi etre appliqu6es au traitement de cellules 
humaines pathologiques (canc6reuse, restenose, autoimmunes, etc.). 

[0075] D'autres aspects et avantages de la pr6sente invention apparaitront a la lecture des exemples qui suivent, 
qui doivent etre considers comme illustratifs et non limitatifs. 
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Legende des Figures 
FIGURE 1 : 

s [0076] saquencedel-enve^ 

1 a I'acide amine en position 685 (SEQ ID NO: 1). 

FIGURE 2 : 

„ [0077, Sequence de ,a proteine d'enveloppe du retrovirus 4070A (SEQ ID NO.6). Le domaine cytop.asmi q ue s'etend 
des residus 635 a 667. 

FIGURE 3 : 

cleotides 5552 a 7555 du genome. 



20 



25 



30 



35 



FIGURE 4 : 

[0079] Comparaison de la sequence nucleique et proteique du domaine cytoplasmic des proteines denveloppe 
de sequence SEQ ID NO:1 et 5. 

FIGURE 5 : 

[0080] Comparaison de la sequence proteique du domaine cytopfcsmique des proteines d'enveloppe de sequence 
SEQ ID NO:2 et 5. 

Figure 6 : 

[0081, Comparaison de ,a sequence d'acides amines de domaines cytoplasmiques de proteines d'enveloppe de 
ST description, les exemp.es e, les revendications, i, est fait reference au Lis»in 9 de Sequences, dont ,e 
texte libre est reproduit ci-dessous : 



45 



<223> Enveloppe GALV 
<223> Enveloppe GALV 
40 <223> Extremite C-terminale Enveloppe GALV 

<223> Domaine Cytoplasmique Enveloppe GALV 
<223> Enveloppe GALV 
<223> Enveloppe amphotrope 4070A 
<223> Oligonucleotide OUGalv5' Nsi 
so <223> Oligonucleotide OLCT1 Cla 

<223> Oligonucleotide OLCT2Cla 
<223> Oligonucleotide OLCT3Cla 
<223> Oligonucleotide OLCT4Cla 
<223> Oligonucleotide 5' Nhe1 



55 
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<223> Oligonucleotide 3' Xba1 

<223> Oligonucleotide 3' Xba1 
Exemples 
Exemple 1 

[0083] Constructions g^netiques codant pour une enveloppe GALV non fusogenique. 
1.1. Plasmides et constructions. 

[0084] Le plasmide CMV-GALV (Chapel-Fernandes et al., 1998) exprime le gene env codant pour la glycoproteine 
d'enveloppe du retrovirus GALV (gibbon ape leukemia virus). Les sites Nsil et Clal sont uniques a I'extremite 3' du 
gene env et ont et6 utilises pour doner les fragments suivants : 

- CT1, dont I'extremite 3' (nt 7663) est dans le LTR (long terminal repeat, debut: nt 7651 ) de GALV, 

CT2, CT3, et CT4 dont les extr6mites 3' (respectivement aux positions 7606, 7588 et 7552) sont dans la region 
situSe entre le gene env et le LTR. Les positions ci-dessus sont donnees par reference a la sequence genomique 
de GALV. 

[0085] Ces fragments sont obtenus par PCR au moyen d'un oligonucleotide "upper" commun (OUGalv5'Nsi), et 
^oligonucleotides "lower" uniques pour chaque fragment (OLCT1 Cla, OLCT2Cla, OLCT3Cla, et CLCT4Cla), apportant 
un codon stop dans les trois cadres de lecture et en particulier celui propre au gene env, suivis d'un site Clal. Les 
sequences des oligonucleotides, obtenus a partir de la sequence du GALV, sont : 
OUGalv5'Nsi (SEQ ID NO: 7) : 



5'-GAGCGCCAGAAAAGCCAAAACTGGTATGAAGG 

OLCHCIa (SEQ ID NO: 8): 

5'- GATCATCGATTATTTATTTACACTTCTTTCATTCCCCCATTTCTCTTGTG 

OLCT2Cta (SEQ ID NO: 9): 

S'-GATCATCGATTATTTATTTAAAGGTTACCTTCGTTCTCTAGGGCCTGA 

OLCT3Cla (SEQ ID NO: 10): 

S-GATCATCGATTATTTATTTATAGGGCCTGATATTTTGTCTAAGGACCA 
GAA 

OLCT4Cla (SEQ ID NO: 11): 

5'- GATCATCGATTATTTATTTAACATGCACTTATCCTATCATTGATGAAT 
TGA 
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r008$l Les fragments d'ADN obtenus par PCR ont ete ensuite purifies, digeres par les enzymes Nsil et Clal, et clones 

riLommees GALV-CT1 GALV-CT2. GALV-CT3 et CMV-GALV-CT4. Les plasmides FBASALF (Cosset et a. J. Virol. 
Z f 1995mS?et FBAR.essSALF (Lavillette et al., J. Wo.. 1998, In press) coden. pour des enve.oppesamphotropes 
non ( fusogenSles (enveloppe A) et fusogeniques (enveloppe Arless), respectivement. Ces p.asm,des sont ufhses 
comme controles negatifs et positifs dans les tests de syncytium. 

1 o HaIIiiIrs el tests de fusion. 

[0087] Les cel.ules humaines TE671 sont issues dun rhabdomyosarcoma humain (ATCC CRL8805), et les cellules 
SET SZ'S^SSL comme pub.ie anterieurement (Lav,ette et a,., 1 998). Les cellu.es TE671 
SencS*^ 

Ste Sue de phosphate de calcium. 48 hrs post-transfection, les ce.lu.es sont trypsin^ e, i*"™""" 
1 des boL de 35 mm de diametre a une densrte de 2x10* cellules par Apres i ac ft~n *JJ^ 
oroductrices de qVcoproteines d'enveloppes, des cellules mdicatnces (soit TE671, sort 3T3) sont ajoutees, a une 
dSS^Mi/ celMes par boite. Les cocu.tures sont alors maintenues pendant 24-48 hrs et les syncytium sont 
comptes apres fixation au May-Grunwald-Giemsa. 

[0089] Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 1 ci-dessous : 



Tableau 1 



Enveloppes 8 


Fusogenicite (Syncytia) b 


3T3 


TE671 


A 






Arless 


+ 


+ 


GALV-CT1 






GALV-CT2 






GALV-CT3 




+/- 


GALV-CT4 




+ 



a : Enveloppe exprimee dans les i com iransiec.^. 

„ : f«Jo» de syncytium dans les cocuttures des ce«u.es preductnees d'enve.o P pes avec .es 3T3 eu avee les TE671 



1.3. Conclusions 



rnoaoi Les resultats presentes dans le Tableau 1 ci-dessus montrent que I'enveloppe GALV de type sauvage, ex- 
JS2 .partSS £E*n genetique constitute essentiel.ement de ,a sequence 

stTen posrtion 2004) presents une phenotype fusogenique important dans les cellules humaines (GALV-CT4^ En 
Snche' de manieri surprenante, ,'enveloppe GALV codee par un vecteur 

issue de GALV contient le gene env et une partie au moins de region srtuee entre ce , gene at le LTRS I (a.ns, que, le 
cas echeant un morceau de LTR3') n'est pas fusogenique en test de syncytium (GALV-CT1 . GALV-CT2). Amnion 
^end cette sequence a partir de I'extremite 3" (envetoppe CT4 a CT1 ), on reve.e done progress.vement un ptrfntfype 
nonTs^nidue On en dSduit qu'il existe, en 3' de la sequence publiee du gene env. une sequence qu. cont ole 
"eSStnn^ fuSgenicite de I'enveloppe. Cette fusogenicite semble etre specifique du resultat tfune interact™ 
aSct Steur du GALV (PiT-1) car seu.es les ce.lules PiT-1 posrtives (.es TE671) sont capab.es de former des 
syncytia. 

Exemple 2 : 

[0091] Constructions genetiques codant pour une enveloppe GALV non-fusogenique. 
9 1 Constructions genetiques 
. Plasmide pGALV-1 

[0092] L'ADNc de I'enveloppe de GALV a ete clone par PCR a partir du vecteur depression pMOV GALV (Miller et 
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al., J. Virol. 65 (1991) 2220) dans le plasmide commercial pCI (Stratagene) aux sites Nhe1 et XbaL L'ADNc clone a 
une taille de 2004 paires de bases (nt 5552 (ATG du gene) au nt 7555 (codon stop)). 
Oligonucleotide 5' Nhe1 (SEQ ID NO: 12) 

5 

5 , -GCTAGCATGGTATTGCTGCCTGGGTCCATGCTTCTCACCT-3 , 



Oligonucleotide 3' Xba1 (SEQ ID NO: 13) 

10 

S'-TCTAGATTAACATGCACTTATCCTATCATTG 

is . Plasmide pGALV-2 

[0093] L'ADNc du gene de I'enveloppe GALV est obtenu par PCR, la partie 3' du gene est prolongee jusqu'au site 
Fst1 qui se situe dans le long terminal repeat (LTR). L'ADNc clone dans le plasmide pC1 aux sites Nhe1-Xba1 a une 
taille de 2118 paires de bases (nt 5552 au nt 7670). 
20 Oligonucleotide 5' Nhe1 (SEQ ID NO: 12) 



5 , -GCTAGCATGGTATTGCTGCCTGGGTCCATGCTTCTCACCT.3 , 

25 

Oligonucleotide 3' Xba1 (SEQ ID NO: 14) 



5 , -TCTAGAAGTTGGCTAAAAAAAAACACTTCTTTCATTCC-3 , 



. Plasmide t6moin 

35 [0094] Le plasmide pCMV-4070A est le plasmide pCI dans lequel est clone" dans les sites Nhe1-Xba1, I'ADNc du 
gene de I'enveloppe amphotrope 4070A (nt 37 au nt 2001 , Ott et al. 1990). 

2.2. Lignees cellulaires 

40 [0095] La Iign6e cellulaire humaine H293 est une Iign6e cellulaire embryonaire de rein (ATCC CRL-1573). Les cel- 
lules NIH-3T3 sont des fibroblastes de souris. 

[0096] Les cellules TelCeb6 sont des cellules derivees de la lignee humaine TE671 issues d'un rhabdomyosarcome 
humain (ATCC CRL 8805) (Cosset FL, Lyon). 

45 2.3. Etude de fusoqenicite 

[0097] Les plasmides p-GALV-1 et p-GALV-2 ont 6X6 transfect6s dans les cellules H293, NIH-3T3 et TelCeb6 par la 
m&hode de phosphate de calcium. 

[0098] 5pg de plasmides ont 6X6 transfers dans chaque Iign6e cellulaire en boite de petri de 60 mm. 24 h apres 
so la transfection le milieu est change\ La presence ou I'apparition de fusion cellulaire sont observees dans les 48 h a 72 
h post transfection, selon la methode decrite dans I'exemple 1 .2. Les r6sultats obtenus sont pr6sentes dans ie Tableau 
2 ci-dessous. 



Tableau 2 



Plasmides 


fusog6nicit6 sur NIH-3T3 


Fusog6nicit6 sur Telceb6 


Fusog6nicit6 sur H293 


pas de plasmide 


0 


0 


0 
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Plasmides 


fusogenicite sur NIH-3T3 


Fusogenicite sur Telceb6 


Fusogenicite sur H293 


pCMV-4070a 


0 


0 


0 


pGALV-1 


0 


++ 


++ 


pGALV-2 


0 


0 


0 



2.4. Conclusion 

,00991 Nous pnrons mono, que P.nvsW. OALV (sppdmO. » p.* du placid. pOMAM) pouv,« ™ 

de 100 pb environ (pGALV2). 
Exemple 3 

raiooi Pour caracteriser plus precisement les mecanismes de fusogenicite, un gene de I'enveloppe GALV a ete^ 

moil II est int.ressant ds noise que la domain. C-terminal Id.nuliS ci-dassu. esl aba.™ de. const ruetiooa GALV- 
ia modification de la region C-terminale, notamment du domaine cytoplasmque. de la prote.ne GALV, permet de 

f usogeniques, comme dans le cas de I'enveloppe GALV. 
Exemple 4 

[0103] Constructions genetiques codant pour une enveloppe de type GALV chimerique. 
3 1 Construction du plasmide dGALV-3 

r0104l U partie cytoplasmique du gene de I'enveloppe GALV (a partir du nt 7501 de 'a sequence SE » '° NO 1 °u 
S TL rTmplacee par la partie cytoplasmique du gene de I'enveloppe du virus amphotrope 4070A (nt 1903 au nt 
200ltsEQIDNO 6 LADNc Cone dans le plasmide pCI a done une taille de 2061 pa.res de bases. 
[01 05] Cet ADN chimerique a ete construit comme suit : 

1) par PCR on a obtenu un fragment s'entendant de I'acide amine 635 a racide amine 667 de la sequence SEQ 
ID NO: 6. 

2) on a remplace les acides amines 655 a 668 de la sequence SEQ ID NO: 5 ou 655 a 685 de la sequence SEQ 
ID NO: 2 par le fragment obtenu dans I'etape 1) ci-dessus. 
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3.2. Etude de fusoqdnicite 

[0106] Les plasmides p-GALV-1 et p-GALV-3 ont ete transfectes dans les cellules H293, NIH-3T3 et TelCeb6 par la 
methode de phosphate de calcium. 5uxj de plasmides ont et6 transfectes dans chaque lignee cellulaire en boite de 
s petri de 60 mm. 24 h apres la transfection le milieu est change. La presence ou ('apparition de fusion cellulaire sont 
observers dans les 48 h a 72 h post transfection, selon la m6thode decrite dans I'exemple 1.2. Les r6sultats obtenus 
sont pr6sent6s dans le Tableau 3 ci-dessous. 



Tableau 3 



Plasmides 


fusogenicite sur NIH-3T3 


Fusogenicite sur Telceb6 


Fusogenicite sur H293 


pas de plasmide 


0 


0 


0 


pCMV-4070a 


0 


0 


0 


pGALV-1 


0 


++ 


++ 


pGALV-3 


0 


0 


0 



[0107] Ces r6sultats montrent de maniere surprenante qu'une enveloppe chimerique, comprenant un domaine ex- 
tracellulaire et transmembranaire fonctionnel de type GALV, et un domaine cytoplasmique necrologue, est depourvue 
20 de phenotype fusog6nique, lorsqu'elle est exprimSe dans une cellule humaine exprimant le recepteur PiT-1 . 

[0108] Ces rSsultats illustrent les proprtetes avantageuses des mSthodes et compositions selon la pr§sente inven- 
tion. 
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Annexe a la description 
[0109] 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE (PARIS VI) 
<120> PROTEINES D'ENVELOPPE, METHODES ET UTILISATIONS 
<130> B4124A - PB/KM 

<140> 
<141> 

<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
20 <211> 2129 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

*223> Description de la sequence artificielle: ENVELOPPE 
25 GALV 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) • • (2056) 



tta eta cct ggg tec atg ctt etc acc tea aac ctg cac cac 48 
Met III Leu Leu P- IS Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 



15 

ctt egg cac cag atg agt cct ggg age tgg aaa aga ctg ate ate etc 
zll Arg His Gin Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu lie He Leu 
20 25 30 

tta age tgc gta ttc gge gge gge ggg acg agt ctg eaa aat aag aac 
Leu Ser Cys val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gin Asn Lys Asn 

40 45 



ecc cac cag ccc atg acc etc act tgg cag gta ctg tec eaa act gga 
Pro His Gin Pro Met Thr Leu Thr Trp Gin Val Leu Ser Gin Thr Gly 
50 55 «0 

45 aac att gtc tgg gat aca aag gca gtc cag ccc cct tgg act tgg tgg 

Zl Val val T S Asp Thr Lyf Ala Val Gin Pro Pro Trp Thr Trp Trp 
65 70 " eo 

ccc aca ctt aaa cct gat gta tgt gee ttg geg get agt ctt gag tec 
Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser 
50 " 85 9° 95 

tgg gat ate ccg gga acc gat gtc teg tec tct aaa cga gtc aga cct 
tS Asp He Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro 
100 105 HO 

55 ccg gac tea gac tat act gee get tat aag caa ate acc tgg gga gee 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 
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Pro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gin lie Thr Trp Gly Ala 
115 120 125 

ata ggg tgc age tac cct egg get agg act aga atg gca age tct ace 432 
He Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr 
130 135 140 

ttc tac gta tgt ccc egg gat ggc egg acc ctt tea gaa get aga agg 480 
Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg 
145 150 155 160 

tgc ggg ggg eta gaa tec eta tac tgt aaa gaa tgg gat tgt gag acc 528 
Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr 
165 170 175 

acg ggg acc ggt tat tgg eta tct aaa tec tea aaa gac etc ata act 576 
Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu He Thr 
180 185 ' 190 

20 9 ta aaa £99 9 a « caa aat age gaa tgg act caa aaa ttt caa cag tgt 624 

Val Lys Trp Asp Gin Asn Ser Glu Trp Thr Gin Lys Phe Gin Gin Cys 
195 200 205 



10 



15 



cac cag acc ggc tgg tgt aac ccc ctt aaa ata gat ttc aca gac aaa 672 
His Gin Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys He Asp Phe Thr Asp Lys 
210 215 220 

gga aaa tta tec aag gac tgg ata acg gga aaa acc tgg gga tta aga 720 
Gly Lys Leu Ser Lys Asp Trp He Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg 
225 230 235 240 

ttc tat gtg tct gga cat cca ggc gta cag ttc acc att cgc tta aaa 768 
Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gin Phe Thr He Arg Leu Lys 
245 250 255 

3S ate acc aac atg cca get gtg gca gta ggt cct gac etc gtc ctt gtg B16 

He Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val 
260 265 270 



25 



30 



40 



45 



50 



gaa caa gga cct cct aga acg tec etc get etc cca cct cct ctt ccc 864 
Glu Gin Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro 
275 280 285 

cca agg gaa gcg cca ccg cca tct etc ccc gac tct aac tec aca gec 912 
Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala 
290 295 300 

ctg gcg act agt gca caa act ccc acg gtg aga aaa aca att gtt acc 960 
Leu Ala Thr Ser Ala Gin Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr He Val Thr 
305 310 315 320 

eta aac act ccg cct ccc acc aca ggc gac aga ctt ttt gat ctt gtg 1008 
Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val 
325 330 335 



cag ggg gee ttc eta acc tta aat get acc aac cca ggg gee act gag 1056 
Gin Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu 
55 340 345 350 
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tct tgc tgg ett tgt ttg gcc atg ggc ccc cct tat tat gaa gca ata 1104 

III 5s tS i- Ala Gly Pro Pro ^ 

flrc tca tca gga gag gtc gcc tac tec acc gac ctt gac egg tgc cgc 
S Ser ser 5y III Val La Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg 
370 375 380 



„™ acc caa qqa aag etc acc etc act gag gtc tca gga cac ggg 
S 5 Thr Gin S Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Cly His Gly 
385 390 395 

t-t-a tac ata gga aag gtg ccc ttt acc cat cag cat etc tgc aat cag 
2 Cys Se 5 ^ Pro Phe Thr His Gin His Leu Cys Asn Gin 



acc eta tec ate aat tec tec gga gac cat cag tat ctg etc ccc tec 
Thr Leu Ser lie Asn Ser Ser Oly Asp His Gin Tyr Leu Leu Pro Ser 
420 425 

aac cat aac tag tgg get tgc age act ggc etc acc cct tgc etc tec 
Z SJ Ser tS tS Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser 

440 445 



435 



- a aat caa act aga gat ttc tgt ate cag gtc cag ctg 

Thr S C e a r S Phe Asn S Thr Arg Asp Phe Cys Xle Gin val Gin Leu 
450 "55 460 

att cct cgc ate tat tac tat cct gaa gaa gtt ttg tta cag gcc tat 
ne Pro 2g lie Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gin Ala Tyr 
465 470 4 " 



1152 



aac aat tct cac ccc agg act aaa aga gag get gtc tca ctt acc eta 
Sp Asn sfr His Pro £ Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu 
485 490 495 

nr >f ctt tta ctq qgg ttg gga ate acg gcg gga ata ggt act ggt tca 
£ val Leu Leu l!y Leu Sy He Thr Ala Gly lie Gly Thr Gly Ser 
500 505 ~ J 

^ nnn h ta att aaa qga cct ata gac etc cag caa ggc ctg aca age 
S£ E £ S Lys G?y Pro He Asp Leu Gin Gin Gly Leu Thr Ser 
515 520 525 

etc caa ate gcc ata gat get gac etc egg gcc etc caa gac tca gtc 
III Gin lie Ala He Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gin Asp Ser Val 

535 540 



1200 



1248 



1296 



1344 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



530 



aac aag tta gag gac tca ctg act tec ctg tec gag gta gtg etc caa 
Ser Lys Leu III Lp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin 
545 550 555 

aat aaq aga ggc ctt gac ttg ctg ttt eta aaa gaa ggt ggc etc tgt 
2E S Arg G?y Leu Lp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys 
565 570 575 

geg gcc eta aag gaa gag tgc tgt ttt tac ata gac cac tca ggt gca 



1680 



1728 



1776 
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20 



Ala Ala Leu Ly8 Glu Glu Cys Cys Phe Tyr lie Asp Hie Ser Gly Ala 
580 565 590 

5 gta egg gac tec atg aaa aaa etc aaa gaa aaa ctg gat aaa aga cag 1824 

Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gin 
595 600 605 

tta gag cgc cag aaa age caa aac tgg tat gaa gga tgg ttc aat aac 1872 
70 Leu Glu Arg Gin Lys Ser Gin Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn 

610 615 620 

tec cct tgg ttc act ace ctg eta tea ace ate get ggg ccc eta tta 1920 
Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr lie Ala Gly Pro Leu Leu 
1S 625 630 635 640 

etc etc ctt ctg ttg etc ate etc ggg cca tgc ate ate aat aag tta 1968 
Leu Leu Leu Leu Leu Leu lie Leu Gly Pro Cys lie lie Asn Lys Leu 
645 650 655 

gtt caa ttc ate aat gat agg ata agt gca gtt aaa att ctg gtc ctt 2016 
Val Gin Phe He Asn Asp Arg He Ser Ala Val Lys He Leu Val Leu 
660 665 670 

aga caa aaa tat cag gec eta gag aac gaa ggt aac ctt taa 2058 
25 Arg Gin Lys Tyr Gin Ala Leu Glu Asn Glu Gly Asn Leu 

675 680 685 

ttttgetcta agattagagc tattcacaag agaaatgggg gaatgaaaga agtgtttttt 2118 

30 tttagecaac t 2129 

<210> 2 

<211> 685 
<212> 

<213> Sequence artificielle 
<223> Description de la sequence artificielle: ENVELOPPE 
GALV 

<400> 2 

Met Val Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 
15 10 15 

Leu Arg His Gin Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu He He Leu 
20 25 30 



35 



45 

Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gin Asn Lys Asn 
35 40 45 

Pro His Gin Pro Met Thr Leu Thr Trp Gin Val Leu Ser Gin Thr Gly 
50 55 60 

Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gin Pro Pro Trp Thr Trp Trp 
65 70 75 80 

Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser 
55 85 90 95 



50 
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Trp Asp lie Pro Gly Thr Asp val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro 
100 105 

Pro Asp ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gin lie Thr Trp Gly Ala 

1X5 "0 
lie Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr 

130 " 5 140 

Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg 

145 150 155 

Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr 
165 170 

Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu lie Thr 

180 185 
Val Lys Trp Asp Gin Asn Ser Glu Trp Thr Gin Lys Phe Gin Gin Cys 



195 



200 



His Gin Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys He Asp Phe Thr Asp Lys 



210 



215 



220 



Gly 
225 



Phe 



Lys Leu Ser Lys Asp Trp lie Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg 



230 



Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gin Phe Thr lie Arg Leu Lys 



245 



250 



lie Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val 



260 



265 



Glu Gin Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro 
275 280 285 

Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala 



290 295 
Leu Ala Thr Ser Ala Gin Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr He Val Thr 



305 



310 



315 



Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val 



325 



330 



Gin Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu 



340 



345 



Ser 



Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala He 

~ ' - 365 



355 



360 



Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg 
370 375 380 

Trp Gly Thr Gin Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly 



385 



390 



Leu Cys lie Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gin His Leu Cys Asn Gin 
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25 



405 410 415 

Thr Leu Ser lie Asn Ser Ser Gly Asp His Gin Tyr Leu Leu Pro Ser 
420 425 430 

5 

Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser 
435 440 445 

Thr Ser Val Phe Asn Gin Thr Arg Asp Phe Cys He Gin Val Gin Leu 
10 450 455 460 

He Pro Arg He Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gin Ala Tyr 
465 470 475 480 

15 Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu 

4B5 490 495 

Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly He Thr Ala Gly He Gly Thr Gly Ser 
500 505 510 

20 

Thr Ala Leu lie Lys Gly Pro He Asp Leu Gin Gin Gly Leu Thr Ser 
515 520 525 

Leu Gin He Ala He Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gin Asp Ser Val 
530 535 540 

Ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin 
545 550 555 560 

Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys 
30 565 570 575 

Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr He Asp His Ser Gly Ala 
580 585 590 

35 Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gin 

595 600 605 

Leu Glu Arg Gin Lys Ser Gin Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn 
610 615 620 

40 

Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr lie Ala Gly Pro Leu Leu 
625 630 635 640 

Leu Leu Leu Leu Leu Leu He Leu Gly Pro Cys He He Asn Lys Leu 
645 650 655 

45 

Val Gin Phe He Asn Asp Arg He Ser Ala Val Lys He Leu Val Leu 
660 665 670 

Arg Gin Lys Tyr Gin Ala Leu Glu Asn Glu Gly Asn Leu 
50 675 680 685 



<210> 3 
<21X> 19 
<212> PRT 

55 

<213> Sequence artif icielle 
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<220> , 
<223> Description de la sequence artif icielle : Extremity 
C-terminale enveloppe GALV 

<400> 3 

Val Lys lie Leu Val Leu Arg Gin Lys Tyr Gin Ala Leu Glu Asn 
1 5 10 15 

Gly Asn Leu 



<210> 4 
<211> 31 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Domaine 
cytoplasmique enveloppe GALV 

<400> 4 

Lys Leu Val Gin Phe lie Asn Asp Arg He Ser Ala Val Lys He Leu 
5 10 15 

Val Leu Arg Gin Lys Tyr Gin Ala Leu Glu Asn Glu Gly Asn Leu 
20 25 30 



<210> 5 
<211> 2129 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Enveloppe 
GALV 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2004) 



ttg ctg cct ggg tec atg ctt etc acc tea aac ctg cac cac 
Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 
5 10 15 

ctt egg cac cag atg agt cct ggg age tgg aaa aga ctg ate ate etc 
Leu Arg His Gin Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu He He Leu 
20 25 30 

tta age tgc gta ttc ggc ggc ggc ggg acg agt ctg caa aat aag aac 
Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gin Asn Lys Asn 
35 40 45 

ccc cac cag ccc atg acc etc act tgg cag gta ctg tec caa act gga 
Pro His Gin Pro Met Thr Leu Thr Trp Gin Val Leu Ser Gin Thr Gly 
50 55 60 



<400> 5 
atg gta 
Met Val 
1 
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gac gtt gtc tgg gat aca aag gca gtc cag ccc cct tgg act tgg tgg 240 
Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gin Pro Pro Trp Thr Trp Trp 
65 70 75 80 

ccc aca ctt aaa cct gat gta tgt gcc ttg gcg get agt ctt gag tec 288 
Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser 
85 90 95 

10 tgg gat ate ccg gga acc gat gtc teg tec tct aaa cga gtc aga cct 33 6 

Trp Asp lie Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro 
100 105 110 

ccg gac tea gac tat act gcc get tat aag caa ate acc tgg gga gcc 384 
j5 p ro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gin lie Thr Trp Gly Ala 

115 120 125 

ata ggg tgc age tac cct egg get agg act aga atg gca age tct acc 432 

lie Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr 

130 135 140 

20 

ttc tac gta tgt ccc egg gat ggc egg acc ctt tea gaa get aga agg 480 

Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg 

145 150 155 160 

25 tgc ggg ggg eta gaa tec eta tac tgt aaa gaa tgg gat tgt gag acc 52 8 

Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr 
165 170 175 



30 



35 



acg ggg acc ggt tat tgg eta tct aaa tec tea aaa gac etc ata act 576 
Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu lie Thr 
180 185 190 

gta aaa tgg gac caa aat age gaa tgg act caa aaa ttt caa cag tgt 624 
Val Lys Trp Asp Gin Asn Ser Glu Trp Thr Gin Lys Phe Gin Gin Cys 
195 200 205 

cac cag acc ggc tgg tgt aac ccc ctt aaa ata gat ttc aca gac aaa 672 
His Gin Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys lie Asp Phe Thr Asp Lys 
210 215 220 

40 gga aaa tta tec aag gac tgg ata acg gga aaa acc tgg gga tta aga 720 

Gly Lys Leu Ser Lys Asp Trp He Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg 
225 230 235 240 

ttc tat gtg tct gga cat cca ggc gta cag ttc acc att cgc tta aaa 7 68 
45 Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gin Phe Thr He Arg Leu Lys 

245 250 255 

ate acc aac atg cca get gtg gca gta ggt cct gac etc gtc ctt gtg 816 
He Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val 
260 265 270 



SO 



55 



gaa caa gga cct cct aga acg tec etc get etc cca cct cct ctt ccc 864 
Glu Gin Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro 
275 280 285 

cca agg gaa gcg cca ccg cca tct etc ccc gac tct aac tec aca gcc 912 



23 



EP 1 006 123 A2 



75 



20 



30 



35 



45 



50 



Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala 
290 295 300 

ctg gcg act agt gca caa act ccc acg gtg aga aaa aca att gtt acc 
Leu Ala Thr Ser Ala Gin Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr lie Val Thr 



305 



310 315 320 



eta aac act ccg cct ccc acc aca ggc gac aga ctt ttt gat ctt gtg 
Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val 
10 325 330 335 

cag ggg gec ttc eta acc tta aat get acc aac cca ggg gec act gag 
Gin Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu 
340 345 350 



tct tgc tgg ctt tgt ttg gec atg ggc ccc cct tat tat gaa gca ata 
Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala He 
355 360 365 

gec tea tea gga gag gtc gec tac tec acc gac ctt gac egg tgc cgc 
Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg 
370 375 380 

tgg ggg acc caa gga aag etc acc etc act gag gtc tea gga cac ggg 
Trp Gly Thr Gin Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly 
25 385 390 395 400 

ttg tgc ata gga aag gtg ccc ttt acc cat cag cat etc tgc aat cag 
Leu Cys He Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gin His Leu Cys Asn Gin 
405 410 415 



att cct cgc ate tat tac tat cct gaa gaa gtt ttg tta cag gee tat 

He Pro Arg He Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gin Ala Tyr 

465 470 475 480 

gac aat tct cac ccc agg act aaa aga gag get gtc tea ctt acc eta 

Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu 

485 490 495 



act gec tta att aaa gga cct ata gac etc cag caa ggc ctg aca age 
Thr Ala Leu He Lys Gly Pro He Asp Leu Gin Gin Gly Leu Thr Ser 
55 515 520 525 



960 



1008 



1056 



1104 



1152 



1200 



1248 



1296 



1344 



acc eta tec ate aat tec tec gga gac cat cag tat ctg etc ccc tec 

Thr Leu Ser He Asn Ser Ser Gly Asp His Gin Tyr Leu Leu Pro Ser 
420 425 430 

aac cat age tgg tgg get tgc age act ggc etc acc cct tgc etc tec 

Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser 
435 440 445 

acc tea gtt ttt aat cag act aga gat ttc tgt ate cag gtc cag ctg 1392 

Thr Ser Val Phe Asn Gin Thr Arg Asp Phe Cys He Gin Val Gin Leu 
40 450 455 460 



1440 



1488 



get gtt tta ctg ggg ttg gga ate acg gcg gga ata ggt act ggt tea 1536 
Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly He Thr Ala Gly He Gly Thr Gly Ser 
500 505 510 



1584 
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etc cag ate gee ata gat get gac etc egg gee etc caa gac tea gtc 1632 

Leu Gin lie Ala He Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gin Asp Ser Val 
530 535 540 

age aag tta gag gac tea ctg act tec ctg tec gag gta gtg etc caa 1680 

ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin 

545 550 555 560 

aat agg aga ggc ctt gac ttg ctg ttt eta aaa gaa ggt ggc etc tgt 1728 

Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys 

565 570 575 

gcg gee eta aag gaa gag tgc tgt ttt tac ata gac cac tea ggt gca 1776 

Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr He Asp His ser Gly Ala 
580 585 590 

gta egg gac tec atg aaa aaa etc aaa gaa aaa ctg gat aaa aga cag 1824 

Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gin 
595 600 605 

tta gag cgc cag aaa age caa aac tgg tat gaa gga tgg ttc aat aac 1872 

Leu Glu Arg Gin Lys Ser Gin Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn 
610 615 620 

25 tec cct tgg ttc act acc ctg eta tea acc ate get ggg ccc eta tta 1920 

Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr He Ala Gly Pro Leu Leu 

625 630 635 640 



10 



15 



20 



30 



35 



40 



45 



etc etc ctt ctg ttg etc ate etc ggg cca tgc ate ate aat aag tta 1968 
Leu Leu Leu Leu Leu Leu He Leu Gly Pro Cys He He Asn Lys Leu 
645 650 655 

gtt caa ttc ate aat gat agg ata agt gca tgt taa aattctggtc 2014 
Val Gin Phe He Asn Asp Arg He Ser Ala Cys 
660 665 

cttagacaaa atatcaggee ctagagaacg aaggtaacct ttaattttgc tctaagatta 2074 

gagctattca caagagaaat gggggaatga aagaagtgtt tttttttagc caact 2129 



<210> 6 
<211> 2001 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la s6quence artificielle: Enveloppe 
so Amphotrope 4070A 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (2001) 



55 



<400> 6 
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ggc cga cac cca gag tgg acc ate etc tgg acg gac atg gcg cgt tea 48 
lly Arg His Pro Glu Trp Thr lie Leu Trp Thr Asp Met Ala Arg Ser 
1 5 10 

acg etc tea aaa ccc ect caa gat aag att aac ccg tgg aag ccc tta 96 
S Leu Ser Lys Pro Pro Gin Asp Lys lie Asn Pro Trp Lys Pro Leu 

25 30 



20 



aca gtc atg gga gtc ctg tta gga gta ggg atg gca gag age ccc cat 
"e Val Met Gly Val Leu Leu Gly Val Gly Met Ala Glu Ser Pro Hi. 



35 4" 



caa gtc ttt aat gta acc tgg aga gtc acc aac ctg atg act ggg cgt 
Gin val Phe Asn val Thr Trp Arg Val Thr Asn Leu Met Thr Gly Arg 

- — 60 



50 



55 



acc gee aat gec acc tec etc ctg gga act gta caa gat gee ttc cca 
Thr Ala Asn Ala Thr Ser Leu Leu Gly Thr Val Gin Asp Ala Phe Pro 



65 



70 " 



aaa tta tat ttt gat eta tgt gat ctg gtc gga gag gag tgg gac cct 
Lys ^el Tyr Phe Asp Leu Cys Asp Leu Val Gly Glu Glu Trp Asp Pro 

90 95 



144 



192 



240 



288 



85 



tea gac cag gaa ccg tat gtc ggg tat ggc tgc aag tac ccc gca ggg 336 
Ser Asp Gin Glu Pro Tyr Val Gly Tyr Gly Cys Lys Tyr Pro Ala Gly 
100 110 

aaa caq egg acc egg act ttt gac ttt tac gtg tgc cct ggg cat acc 384 
5 Gin 5 Thr Ar| Thr Phe Asp Phe Tyr Val Cys Pro Gly His Thr 

115 120 125 

of . , aa tca acg tgt ggg gga cca gga gag ggc tac tgt ggt aaa tgg 
Tal Lys Ser lly Cys III lly Pro Gly Glu Gly Tyr Cys Gly Lys Trp 
' 135 140 



432 



130 



qqg tgt gaa acc acc gga cag get tac tgg aag ccc aca tea teg tgg 
lly cys Glu Thr Thr Gly Gin Ala Tyr Trp Lys Pro Thr Ser Ser Trp 



480 



14 5 



150 1S5 



gac eta ate tee ctt aag cgc ggt aac acc ccc tgg gac acg gga tgc 528 
Lp Leu lie Ser Leu Lys Arg Gly Asn Thr Pro Trp Asp Thr Gly Cys 
165 17° 175 

tct aaa gtt gec tgt ggc ccc tgc tac gac etc tec aaa gta tec aat 576 
Ser Lys Val Ala Cys Gly Pro Cys Tyr Asp Leu Ser Lys Val Ser Asn 
180 185 190 

tec ttc caa ggg get act cga ggg ggc aga tgc aac cct eta gtc eta 624 
Ser Phe Gin Gly Ala Thr Arg Gly Gly Arg Cys Asn Pro Leu Val Leu 



195 



200 2 05 



gaa ttc act gat gca gga aaa aag get aac tgg gac ggg ccc aaa teg 672 
Glu Phe Thr Asp Ala Gly Lys Lys Ala Asn Trp Asp Gly Pro Lys Ser 
210 215 220 

tgg gga ctg aga ctg tac egg aca gga aca gat cct att acc atg ttc 720 
Trp Gly Leu Arg Leu Tyr Arg Thr Gly Thr Asp Pro lie Thr Met Phe 
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10 



15 



20 



35 



40 



45 



225 230 235 240 

tec ctg acc egg cag gtc ctt aat gtg gga ccc cga gtc ccc ata ggg 768 
Ser Leu Thr Arg Gin Val Leu Asn Val Gly Pro Arg Val Pro He Gly 
245 250 255 

ccc aac cca gta tta ccc gac caa aga etc cct tec tea cca ata gag 816 
Pro Asn Pro Val Leu Pro Asp Gin Arg Leu Pro Ser Ser Pro He Glu 
260 265 270 

att gta ccg get cca cag cca cct age ccc etc aat acc agt tac ccc 864 
He Val Pro Ala Pro Gin Pro Pro Ser Pro Leu Asn Thr Ser Tyr Pro 
275 280 285 

cct tec act acc agt aca ccc tea acc tec cct aca agt cca agt gtc 912 
Pro Ser Thr Thr Ser Thr Pro Ser Thr Ser Pro Thr Ser Pro Ser Val 
290 295 300 

cca cag cca ccc cca gga act gga gat aga eta eta get eta gtc aaa 960 
Pro Gin Pro Pro Pro Gly Thr Gly Asp Arg Leu Leu Ala Leu Val Lys 
305 310 315 320 



gga gec tat cag gcg ctt aac etc acc aat ccc gac aag acc caa gaa 1008 
Gly Ala Tyr Gin Ala Leu Asn Leu Thr Asn Pro Asp Lys Thr Gin Glu 
25 325 330 335 

tgt tgg ctg tgc tta gtg teg gga cct cct tat tac gaa gga gta gcg 1056 

Cys Trp Leu Cys Leu Val Ser Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Gly Val Ala 
340 345 350 

30 

gtc gtg ggc act tat acc aat cat tec acc get ccg gec aac tgt acg 1104 

Val Val Gly Thr Tyr Thr Asn His Ser Thr Ala Pro Ala Asn Cys Thr 
355 360 365 

gee act tec caa cat aag ctt acc eta tct gaa gtg aca gga cag ggc 1152 
Ala Thr Ser Gin His Lys Leu Thr Leu Ser Glu Val Thr Gly Gin Gly 
370 375 380 

eta tgc atg ggg gca gta cct aaa act cac cag gec tta tgt aac acc 1200 
Leu Cys Met Gly Ala Val Pro Lys Thr His Gin Ala Leu Cys Asn Thr 
385 390 395 400 

acc caa age gec ggc tea gga tec tac tac ctt gca gca ccc gee gga 124 8 
Thr Gin Ser Ala Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala Ala Pro Ala Gly 
405 410 415 

aca atg tgg get tgc age act gga ttg act ccc tgc ttg tec acc acg 1296 
Thr Met Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser Thr Thr 
420 425 430 

so 9tg etc aat eta acc aca gat tat tgt gta tta gtt gaa etc tgg ccc 1344 

Val Leu Asn Leu Thr Thr Asp Tyr Cys Val Leu Val Glu Leu Trp Pro 
435 440 445 



55 



aga gta att tac cac tec ccc gat tat atg tat ggt cag ctt gaa cag 1392 
Arg Val He Tyr His Ser Pro Asp Tyr Met Tyr Gly Gin Leu Glu Gin 
450 455 460 
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10 



20 



25 



45 



SO 



55 



cat acc aaa tat aaa aga gag cca gta tea ttg acc ctg gee ctt eta 
2g Thr Lys Tyr Lys Arg Glu Pro Val Ser Leu Thr Leu Ala Leu Leu 
465 470 475 

£ K 5 r.: S 2 «J 5 S E S 5 5" S 2 S 
= S E S S £ = 2 2 S S S 2 2 E S 

500 505 



ate cag aca gac etc aac gaa gtc gaa aaa tea att acc aac eta gj. 
He Gin Thr 
75 515 



X S 5 " « = E « ** «r n. » - «. «» 

520 525 



aaq tea ctg acc teg ttg tct gaa gta gtc eta cag aac cgc aga ggc 
Lys sir III Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin Asn Arg Arg Gly 
1 535 540 



530 



eta gat ttg eta ttc eta aag gag gga ggt etc tgc gca gee eta aaa 
Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys Ala Ala Leu Lys 
545 550 555 



aaa aaa tot tat ttt tat gca gac cac acg ggg eta gtg aga gac age 
£u Glu Zs Cys Phe Tyr Ala Asp His Thr Gly Leu Val Arg Asp Ser 
565 570 5 

acc aaa tta aga gaa agg etc aat cag aga caa aaa eta ttt gag 
Met Ala £ Leu Arg Glu j£ Leu Asn Gin Arg Gin Lys Leu Phe Glu 



30 580 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



1728 



1776 



1824 



aca ggc caa gga tgg ttc gaa ggg ctg ttt aat aga tec cce tgg ttt 
Thr lly Gin Gly Trp Phe Glu Gly Leu Phe Asn Arg Ser Pro Trp Phe 
595 * 00 605 

35 acc acc tta ate tec acc ate atg gga cct eta ata gta etc tta ctg 1872 

Thr Thr Leu lie Ser Thr lie Met Gly Pro Leu lie Val Leu Leu Leu 
610 615 620 

ate tta etc ttt gga cct tgc att etc aat cga ttg gtc caa ttt gtt 
Til Leu Leu Phe Sy Pro Cys lie Leu Asn Arg Leu Val Gin Phe Val 

635 640 



1920 



625 



630 



aaa qac agg ate tea gtg gtc cag get ctg gtt ttg act cag caa tat 
Lys Asp 5 He Ser Val Val Gin Ala Leu Val Leu Thr Gin Gin Tyr 
y 645 650 655 

cac cag eta aaa ccc ata gag tac gag cca tga 
His Gin Leu Lys Pro He Glu Tyr Glu Pro 
660 665 



<210> 7 
<211> 32 
<212> ADN 



1968 



2001 
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<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
Oligonucleotide OUGalvS'Nsi 

<400> 7 

gagcgccaga aaagccaaaa ctggtatgaa gg 

<210> 8 
<211> 50 
<212> ADN 

<212> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : 
Oligonucleotide OLCT lCla 

<400> 8 

gatcatcgat tatttattta cacttctttc attcccccat ttctcttgtg 

<210> 9 
<211> 48 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide OLCT 2Cla 

<400> 9 

gatcatcgat tatttattta aaggttacct tcgctctcta gggcctga 



<210> 10 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide OLCT3Cla 

<400> 10 

gatcatcgat tatttattta tagggcctga tattttgtct aaggaccaga 

<210> 11 
<211> 51 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 0LCT4Cla 
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<400> 11 

gatcatcgat tatttattta acatgcactt atcctatcat tgatgaattg a 51 



<210> 12 
<211> 40 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 5' Nhel 

<400> 12 

gctagcatgg tattgctgcc tgggtccatg cttctcacct 40 



<210> 13 
<21l> 31 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 3' Xbal 

<400> 13 

tctagattaa catgcactta tcctatcatt g 31 



<210> 14 
<211> 38 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
Oligonucleotide 3' Xbal 

<400> 14 

tctagaagtt ggctaaaaaa aaacacttct ttcattcc 38 



Revendications 

1 Proteine d'enveloppe chimerique caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie du domaine extracel- 
luiaire de I'enveloppe du virus GALV ou dun variant fonctionnel de celui-ci. 

2 Proteine d'enveloppe chimerique selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
partie du domaine extracellulaire et du domaine transmembranaire de I'enveloppe du v.rus GALV. 

3. Proteine d'enveloppe chimerique selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle comprend un domaine 
cytoplasmique d'une enveloppe heterologue. 
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4. Proteine d'enveloppe chimerique selon la revendication 3, caracterisee en ce que I'enveloppe heterologue est une 
enveloppe amphotrope. 

5. Proteine d'enveloppe chimerique selon la revendication 4, caracteris6e en ce que I'enveloppe amphotrope est 
I'enveloppe 4070A. 

6. Proteine d'enveloppe chimerique, caracterisee en ce qu'elle comprend une region de I'enveloppe GALV consistant 
en tout ou partie de la sequence correspondant aux residus 1 a 655 de la sequence SEQ ID NO: 1 . 

7. Proteine d'enveloppe chimerique caracterisee en ce qu'elle comprend une region consistant en la sequence cor- 
respondant aux r6sidus 1 a 655 de la sequence SEQ ID NO: 1 et une region consistant en la sequence corres- 
pondant aux residus 635 a 667 de la sequence SEQ ID NO: 6. 

8. Proteine d'enveloppe retroviral GALV, caracteris6e en ce qu'elle comprend une extrSmite C-terminale de sequen- 
ce SEQ ID NO:3. 

9. Proteine d'enveloppe retroviral GALV, caracterisee en ce qu'elle comprend un domaine intracytoplasmique de 
sequence SEQ ID NO:4. 

10. Proteine d'enveloppe retroviral GALV, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence d'acides amines entre 
les r6sidus 1 a 685 de la sequence SEQ ID NO:1. 

11. Acide nucieique codant pour une proteine d'enveloppe selon I'une des revendications 1 a 10. 

12. Acide nucieique codant pour une proteine d'enveloppe GALV, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
s'etendant du nucleotide en position 1 jusqu'a un nucleotide compris entre les positions 2056 et 2129 inclus de la 
sequence SEQ ID NO: 1. 

13. Acide nucieique codant pour une proteine d'enveloppe GALV, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
s'etendant du nucleotide en position 1 jusqu'a un nucleotide compris entre les positions 2056 et 2112 inclus de la 
sequence SEQ ID NO: 1. 

14. Acide nucieique codant pour une proteine d'enveloppe GALV, caracterise en ce qu'il comprend une sequence 
s'etendant du nucleotide en position 1 jusqu'au nucleotide 2058 de la sequence SEQ ID NO: 1. 

15. Vecteur comprenant un acide nucieique selon I'une des revendications 11 a 14. 

16. Cellule comprenant un acide nucieique selon I'une des revendications 11 a 14 ou un vecteur selon la revendication 
15. 

17. Cellule de packaging de retrovirus, caracterisee en ce qu'elle comprend un acide nucieique selon I'une des re- 
vendications 11 a 14ou un vecteur selon la revendication 15 et un acide nucieique codant pour les proteines gag 
et pol d'un retrovirus. 

18. Cellule selon les revendications 16 ou 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule de mammifere, de preference 
humaine. 

19. Utilisation d'un acide nucieique selon I'une des revendications 11 a 14 ou un vecteur selon la revendication 15 
pour la production d'une cellule de packaging de retrovirus. 

20. Procede de production de retrovirus recombinants defectifs, comprenant I'introduction, dans une cellule selon la 
revendication 17, d'un vecteur retroviral, et la recuperation des virus recombinants produits. 

21 . Utilisation d'une proteine d'enveloppe f usogene pour la preparation d'une composition destinee a la mise en oeuvre 
d'une methode de traitement th6rapeutique et/ou vaccinal, notamment au traitement de cellules humaines. 

22. Utilisation d'une proteine d'enveloppe fusogfcne pour la destruction de cellules humaines in vitro. 
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23. Utilisation d'une proteine d'enveloppe f usogene pour la preparation d'hybridomes in vitro. 

a- o*^ rtC 01 a pq caracterise en ce qu'il s'agit d'une proteine d'enveloppe retroviral 
proline d'enveloppe chimerique comprenant un tel domaine C-termmal modifie. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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(SEQ ID KO.l) 

atg gta ttg ctg cct ggg tec atg ctt etc acc tea aac ctg cac cac 4 8 

Met Val Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 
15 10 15 

ctt egg cac cag atg agt cct ggg age tgg aaa aga ctg ate ate etc 96 

Leu Arg His Gin Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu lie lie Leu 
20 25 30 

tta age tgc gta ttc ggc ggc ggc ggg acg agt ctg caa aat aag aac 144 

Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gin Asn Lys Asn 

35 40 45 

ccc cac cag ccc atg acc etc act tgg cag gta ctg tec caa act gga 192 

Pro His Gin Pro Met Thr Leu Thr Trp Gin Val Leu Ser Gin Thr Gly 

50 55 60 

gac gtt gtc tgg gat aca aag gca gtc cag ccc cct tgg act tgg tgg 240 

Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gin Pro Pro Trp Thr Trp Trp 

65 70 75 80 

ccc aca ctt aaa cct gat gta tgt gee ttg gcg get agt ctt gag tec 288 

Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser 
85 90 95 

tgg gat ate ccg gga acc gat gtc teg tec tct aaa cga gtc aga cct 336 

Trp Asp lie Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro 
100 105 110 

ccg gac tea gac tat act gee get tat aag caa ate acc tgg gga gee 384 

Pro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gin lie Thr Trp Gly Ala 

115 120 125 

ata ggg tgc age tac cct egg get agg act aga atg gca age tct acc 432 

lie Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr 

130 135 140 

FICTRB 1A 
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ttc tac gta tgt ccc egg gat ggc egg acc ctt tea gaa get aga agg 
Phe Tyr val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg 
145 



480 



150 155 



tgc ggg ggg eta gaa tec eta tac tgt aaa gaa tgg gat tgt gag acc 
Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr 
165 170 175 

acg ggg acc ggt tat tgg eta tct aaa tec tea aaa gac etc ata act 
Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu He Thr 
180 185 190 

gta aaa tgg gac caa aat age gaa tgg act caa aaa ttt caa cag tgt 
Val Lys Trp Asp Gin Asn Ser Glu Trp Thr Gin Lys Phe Gin Gin Cys 
195 200 205 

cac cag acc ggc tgg tgt aac ccc ctt aaa ata gat ttc aca gac aaa 
His Gin Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys He Asp Phe Thr Asp Lys 
210 215 220 

gga aaa tta tec aag gac tgg ata acg gga aaa acc tgg gga tta aga 
Gly Lys Leu Ser Lys Asp Trp lie Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg 
225 230 235 240 

ttc tat gtg tct gga cat cca ggc gta cag ttc acc att cgc tta aaa 
Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gin Phe Thr He Arg Leu Lys 
245 250 255 

ate acc aac atg cca get gtg gca gta ggt cct gac etc gtc ctt gtg 
He Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val 
260 265 270 

gaa caa gga cct cct aga acg tec etc get etc cca cct cct ctt ccc 
Glu Gin Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro 
275 280 285 

FIGURE IS 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 
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cca agg gaa gcg cca ccg cca tct etc ccc gac tct aac tec aca gec 912 
Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala 
290 295 300 

ctg gcg act agt gca caa act ccc acg gtg aga aaa aca att gtt acc 960 
Leu Ala Thr Ser Ala Gin Thr Pro Thr Val Arg Lye Thr He Val Thr 
305 310 315 320 

eta aac act ccg cct ccc acc aca ggc gac aga ctt ttt gat ctt gtg 1008 
Leu Aen Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val 
325 330 335 

cag ggg gee ttc eta acc tta aat get acc aac cca ggg gee act gag 1056 
Gin Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu 
340 345 350 

tct tgc tgg ctt tgt ttg gee atg ggc ccc cct tat tat gaa gca ata 1104 
Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala He 
355 360 365 

gee tea tea gga gag gtc gec tac tec acc gac ctt gac egg tgc cgc 1152 
Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg 
370 375 380 

t99 999 acc caa gga aag etc acc etc act gag gtc tea gga cac ggg 1200 
Trp Gly Thr Gin Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly 
385 390 395 400 

ttg tgc ata gga aag gtg ccc ttt acc cat cag cat etc tgc aat cag 1248 
Leu Cys He Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gin His Leu Cys Asn Gin 
405 410 415 

acc eta tec ate aat tec tec gga gac cat cag tat ctg etc ccc tec 1296 
Thr Leu Ser He Asn Ser Ser Gly Asp His Gin Tyr Leu Leu Pro Ser 
420 425 430 



ElflBBB 1C 
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aac 



cat age tgg tgg get tgc age aet ggc etc acc eet tgc etc tec 1344 
Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser 
435 



440 445 



acc tea gtt ttt aat cag act aga gat ttc tgt ate cag gtc cag ctg 
Thr Ser Val Phe Asn Gin Thr Arg Asp Phe Cys lie Gin Val Gin Leu 
450 455 «0 

att cct cgc ate tat tae tat cct gaa gaa gtt ttg tta cag gee tat 
lie Pro Arg lie Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gin Ala Tyr 

gac aat tet eac ccc agg act aaa aga gag get gtc tea ctt acc eta 
Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu 
485 490 495 

get gtt tta ctg ggg ttg gga ate acg gcg gga ata ggt act ggt tea 
Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly He Thr Ala Gly He Gly Thr Gly Ser 
500 505 510 

act gee tta att aaa gga cct ata gac etc cag caa ggc ctg aca age 
Thr Ala Leu lie Lys Gly Pro He Asp Leu Gin Gin Gly Leu Thr Ser 
515 520 525 

etc cag ate gee ata gat get gac etc egg gee etc caa gac tea gtc 
Leu Gin lie Ala lie Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gin Asp Ser Val 



530 



535 540 



1392 



1440 



1488 



1536 



1584 



1632 



1680 



age aag tta gag gac tea ctg act tec ctg tec gag gta gtg etc caa 
Ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin 
545 ' 550 555 560 

aat agg aga ggc ctt gac ttg ctg ttt eta aaa gaa ggt ggc etc tgt 1728 
Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys 
565 570 575 

pTCTTRB ID 



36 



EP 1 006 123 A2 



gcg gcc eta aag gaa gag tgc tgt ttt tac ata gac cac tea ggt gca 1776 
Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr He Asp His Ser Gly Ala 
580 585 590 

gta egg gac tec atg aaa aaa etc aaa gaa aaa ctg gat aaa aga cag 1824 
Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gin 
595 600 605 

tta gag cgc cag aaa age caa aac tgg tat gaa gga tgg ttc aat aac 1872 
Leu Glu Arg Gin Lys Ser Gin Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn 
610 615 620 

tec cct tgg ttc act acc ctg eta tea acc ate get ggg ccc eta tta 1920 
Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr He Ala Gly Pro Leu Leu 
625 630 635 640 

etc etc ctt ctg ttg etc ate etc ggg cca tgc ate ate aat aag tta 1968 
Leu Leu Leu Leu Leu Leu He Leu Gly Pro Cys He He Asn Lys Leu 
645 650 655 

gtt caa ttc ate aat gat agg ata agt gca gtt aaa att ctg gtc ctt 2016 
Val Gin Phe He Asn Asp Arg He Ser Ala Val Lys He Leu Val Leu 
660 665 670 

aga caa aaa tat cag gcc eta gag aac gaa ggt aac ctt taa 2058 
Arg Gin Lys Tyr Gin Ala Leu Glu Asn Glu Gly Asn Leu 
675 680 685 

ttttgetcta agattagagc tattcacaag agaaatgggg gaatgaaaga agtgtttttt 2118 

tttagecaac t 2129 



KOTRB IB 
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48 



96 



144 



192 



240 



ggQ ID NO; 6 

ggc cga cac cca gag tgg acc ate etc tgg acg gac atg gcg cgt tea 

Gly Arg His Pro Glu Trp Thr lie Leu Trp Thr Asp Met Ala Arg Ser 

1 5 10 15 

acg etc tea aaa ccc cct caa gat aag att aac ccg tgg aag ccc tta 
Thr Leu Ser Lys Pro Pro Gin Asp Lys He Asn Pro Trp Lys Pro Leu 
20 25 30 

ata gtc atg gga gtc ctg tta gga gta ggg atg gca gag age ccc cat 
He Val Met Gly Val Leu Leu Gly Val Gly Met Ala Glu Ser Pro His 
35 40 45 

cag gtc ttt aat gta acc tgg aga gtc acc aac ctg atg act ggg cgt 
Gin Val Phe Asn Val Thr Trp Arg Val Thr Asn Leu Met Thr Gly Arg 
50 55 60 

acc gec aat gec acc tec etc ctg gga act gta caa gat gee ttc cca 
Thr Ala Asn Ala Thr Ser Leu Leu Gly Thr Val Gin Asp Ala Phe Pro 
65 70 75 30 

aaa tta tat ttt gat eta tgt gat ctg gtc gga gag gag tgg gac cct 
Lys Leu Tyr Phe Asp Leu Cys Asp Leu Val Gly Glu Glu Trp Asp Pro 
85 90 95 

tea gac cag gaa ccg tat gtc ggg tat ggc tgc aag tac ccc gca ggg 336 
Ser Asp Gin Glu Pro Tyr Val Gly Tyr Gly Cys Lys Tyr Pro Ala Gly 
100 105 HO 

aga cag egg acc egg act ttt gac ttt tac gtg tgc cct ggg cat acc 384 
Arg Gin Arg Thr Arg Thr Phe Asp Phe Tyr Val Cys Pro Gly His Thr 
115 120 125 

gta aag teg ggg tgt ggg gga cca gga gag ggc tac tgt ggt aaa tgg 432 
Val Lys Ser Gly Cys Gly Gly Pro Gly Glu Gly Tyr Cys Gly Lys Trp 
130 135 140 

PIQURB 2A 
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999 tgt 9 aa a ^c acc gga cag get tac tgg aag ccc aca tea teg tgg 480 
Gly Cys Glu Thr Thr Gly Gin Ala Tyr Trp Lys Pro Thr Ser Ser Trp 
145 150 155 160 

gac eta ate tec ctt aag cgc ggt aac acc ccc tgg gac acg gga tgc 528 
Asp Leu He Ser Leu Lys Arg Gly Asn Thr Pro Trp Asp Thr Gly Cys 
165 170 175 

tct aaa gtt gee tgt ggc ccc tgc tac gac etc tec aaa gta tec aat 576 
Ser Lys Val Ala Cys Gly Pro Cys Tyr Asp Leu Ser Lys Val Ser Asn 
180 185 190 

tec ttc caa ggg get act cga ggg ggc aga tgc aac cct eta gtc eta 624 
Ser Phe Gin Gly Ala Thr Arg Gly Gly Arg Cys Asn Pro Leu Val Leu 
195 200 205 

gaa ttc act gat gca gga aaa aag get aac tgg gac ggg ccc aaa teg 672 
Glu Phe Thr Asp Ala Gly Lys Lys Ala Asn Trp Asp Gly Pro Lys Ser 
210 215 220 

tgg gga ctg aga ctg tac egg aca gga aca gat cct att acc atg ttc 72 0 
Trp Gly Leu Arg Leu Tyr Arg Thr Gly Thr Asp Pro He Thr Met Phe 
225 230 235 240 

tec ctg acc egg cag gtc ctt aat gtg gga ccc cga gtc ccc ata ggg 768 
Ser Leu Thr Arg Gin Val Leu Asn Val Gly Pro Arg Val Pro He Gly 
245 250 255 

ccc aac cca gta tta ccc gac caa aga etc cct tec tea cca ata gag 816 
Pro Asn Pro Val Leu Pro Asp Gin Arg Leu Pro Ser Ser Pro He Glu 
260 265 270 

att gta ccg get cca cag cca cct age ccc etc aat acc agt tac ccc 864 
He Val Pro Ala Pro Gin Pro Pro Ser Pro Leu Asn Thr Ser Tyr Pro 
275 280 285 
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cct tec act acc agt aca ccc tea acc tec cct aca agt cca agt gtc 
Pro Ser Thr Thr Ser Thr Pro Ser Thr Ser Pro Thr Ser Pro Ser Val 
290 295 300 

cca cag cca ccc cca gga act gga gat aga eta eta get eta gtc aaa 
Pro Gin Pro Pro Pro Gly Thr Gly Asp Arg Leu Leu Ala Leu Val Lys 
305 310 315 320 

gga gec tat cag gcg ctt aac etc acc aat ccc gac aag acc caa gaa 
Gly Ala Tyr Gin Ala Leu Asn Leu Thr Asn Pro Asp Lys Thr Gin Glu 
325 330 335 

tgt tgg ctg tgc tta gtg teg gga cct cct tat tac gaa gga gta gcg 
Cys Trp Leu Cys Leu Val Ser Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Gly Val Ala 

340 345 350 

gtc gtg ggc act tat acc aat cat tec acc get ccg gec aac tgt acg 
Val Val Gly Thr Tyr Thr Asn His Ser Thr Ala Pro Ala Asn Cys Thr 
355 360 365 

gec act tec caa cat aag ctt acc eta tct gaa gtg aca gga cag ggc 
Ala Thr Ser Gin His Lys Leu Thr Leu Ser Glu Val Thr Gly Gin Gly 
370 375 380 

eta tgc atg ggg gca gta cct aaa act cac cag gec tta tgt aac acc 
Leu Cys Met Gly Ala Val Pro Lys Thr His Gin Ala Leu Cys Asn Thr 
385 390 395 400 

acc caa age gec ggc tea gga tec tac tac ctt gca gca ccc gec gga 
Thr Gin ser Ala Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala Ala Pro Ala Gly 

405 410 415 

aca atg tgg get tgc age act gga ttg act ccc tgc ttg tec acc acg 
Thr Met Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser Thr Thr 
420 425 430 

vianux 2C 
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gtg etc aat eta acc aca gat tat tgt gta tta gtt gaa etc tgg ccc 1344 
Val Leu Asn Leu Thr Thr Asp Tyr Cys Val Leu Val Glu Leu Trp Pro 
435 440 445 

aga gta att tac cac tec ccc gat tat atg tat ggt cag ctt gaa cag 1392 
Arg Val lie Tyr His Ser Pro Asp Tyr Met Tyr Gly Gin Leu Glu Gin 
450 455 460 

cgt acc aaa tat aaa aga gag cca gta tea ttg acc ctg gee ctt eta 144 0 
Arg Thr Lys Tyr Lys Arg Glu Pro Val Ser Leu Thr Leu Ala Leu Leu 
465 470 475 480 

eta gga gga tta acc atg gga ggg att gca get gga ata ggg acg ggg 1488 
Leu Gly Gly Leu Thr Met Gly Gly He Ala Ala Gly He Gly Thr Gly 
485 490 495 

acc act gee tta att aaa acc cag cag ttt gag cag ctt cat gee get 1536 
Thr Thr Ala Leu He Lys Thr Gin Gin Phe Glu Gin Leu His Ala Ala 
500 505 510 

ate cag aca gac etc aac gaa gtc gaa aag tea att acc aac eta gaa 1584 
He Gin Thr Asp Leu Asn Glu Val Glu Lys Ser He Thr Asn Leu Glu 
515 520 525 

aag tea ctg acc teg ttg tct gaa gta gtc eta cag aac cgc aga ggc 1632 
Lys Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu val Val Leu Gin Asn Arg Arg Gly 
530 535 540 

eta gat ttg eta ttc eta aag gag gga ggt etc tgc gca gee eta aaa 1680 
Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys Ala Ala Leu Lys 
545 550 555 560 

gaa gaa tgt tgt ttt tat gca gac cac acg ggg eta gtg aga gac age 1728 
Glu Glu Cys Cys Phe Tyr Ala Asp His Thr Gly Leu Val Arg Asp Ser 
565 570 575 

FIGURE 2D 
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atg gcc aaa tta aga gaa agg ctt aat cag aga caa aaa eta ttt gag 
Met Ala Lys Leu Arg Glu Arg Leu Asn Gin Arg Gin Lys Leu Phe Glu 
580 585 590 

aca ggc caa gga tgg ttc gaa ggg ctg ttt aat aga tec ccc tgg ttt 
Thr Gly Gin Gly Trp Phe Glu Gly Leu Phe Asn Arg Ser Pro Trp Phe 
595 600 60S 

acc acc tta ate tec acc ate atg gga cct eta ata gta etc tta ctg 
Thr Thr Leu He Ser Thr He Met Gly Pro Leu He Val Leu Leu Leu 
610 615 620 

ate tta etc ttt gga cct tgc att etc aat cga ttg gtc caa ttt gtt 
He Leu Leu Phe Gly Pro Cys lie Leu Asn Arg Leu Val Gin Phe val 
625 630 635 640 

aaa gac agg ate tea gtg gtc cag get ctg gtt ttg act cag caa tat 
Lys Asp Arg He Ser Val Val Gin Ala Leu Val Leu Thr Gin Gin Tyr 
645 650 655 

cac cag eta aaa ccc ata gag tac gag cca tga 
His Gin Leu Lys Pro He Glu Tyr Glu Pro 
660 665 
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sag ip h&jlS 

atg gta ttg ctg cct ggg tec atg ctt etc ace tea aac ctg cac cac 48 

Met Val Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 
15 10 15 



ctt egg cac cag atg agt cct ggg age tgg aaa aga ctg ate ate etc 96 
Leu Arg His Gin Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu lie lie Leu 
20 25 30 

tta age tgc gta ttc ggc ggc ggc ggg acg agt ctg caa aat aag aac 144 
Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gin Asn Lys Asn 
35 40 45 

ccc cac cag ccc atg acc etc act tgg cag gta ctg tec caa act gga 192 
Pro His Gin Pro Met Thr Leu Thr Trp Gin Val Leu Ser Gin Thr Gly 
50 55 60 

gac gtt gtc tgg gat aca aag gca gtc cag ccc cct tgg act tgg tgg 240 
Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gin Pro Pro Trp Thr Trp Trp 
65 70 75 80 

ccc aca ctt aaa cct gat gta tgt gec ttg gcg get agt ctt gag tec 288 
Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser 
85 90 95 

tgg gat ate ccg gga acc gat gtc teg tec tct aaa cga gtc aga cct 336 
Trp Asp lie Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro 
100 105 110 

ccg gac tea gac tat act gec get tat aag caa ate acc tgg gga gec 384 
Pro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gin lie Thr Trp Gly Ala 
115 120 12S 



ata ggg tgc age tac cct egg get agg act aga atg gca age tct acc 432 
lie Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr 
130 135 140 

FIOTRB 3ft 
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ttc tac gta tgt ccc egg gat ggc egg acc ctt tea gaa get aga agg 480 
Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg 
150 155 



145 



cae eag aee gge tgg tgt aae eee ctt aaa ata gat tte aea gae aaa 
His Gin Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys lie Asp Phe Thr Asp Lys 



210 



215 220 



528 



gga aaa tta tec aag gae tgg ata acg gga aaa aee tgg gga tta aga 
Gly Lys Leu Ser Lys Asp Trp He Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg 

93= 240 
225 "0 235 

ttc tat gtg tct gga cat cca gge gta eag ttc aee att cgc tta aaa 
Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gin Phe Thr lie Arg Leu Lys 
245 250 255 

ate acc aae atg cca get gtg gca gta ggt cct gae etc gtc ctt gtg 
lie Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val 
260 265 270 

gaa caa gga cct cct aga acg tec etc get etc cca cct cct ctt ccc 
Glu Gin Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro 
275 280 285 

glOTBB 3B 



S76 



tgc ggg ggg eta gaa tec eta tac tgt aaa gaa tgg gat tgt gag acc 
cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr 
16S 170 1" 

acg ggg acc ggt tat tgg eta tct aaa tee tea aaa gae etc ata act 
Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu lie Thr 
180 185 190 

gta aaa tgg gae caa aat age gaa tgg act caa aaa ttt caa cag tgt 624 
val Lys Trp Asp Gin Asn Ser Glu Trp Thr Gin Lys Phe Gin Gin Cys 
195 200 205 
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cca agg gaa gcg cca ccg cca tct etc ccc gac tct aac tec aca gec 912 
Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala 
290 295 300 

ctg gcg act agt gca caa act ccc acg gtg aga aaa aca att gtt acc 960 
Leu Ala Thr Ser Ala Gin Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr He Val Thr 
305 310 315 320 

eta aac act ccg cct ccc acc aca ggc gac aga ctt ttt gat ctt gtg 1008 
Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val 
325 330 335 

cag ggg gee ttc eta acc tta aat get acc aac cca ggg gec act gag 1056 
Gin Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu 
340 345 350 

tct tgc tgg ctt tgt ttg gee atg ggc ccc cct tat tat gaa gca ata 1104 
Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala He 
355 360 365 

gec tea tea gga gag gtc gec tac tec acc gac ctt gac egg tgc cgc 1152 
Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg 
370 375 380 

tgg ggg acc caa gga aag etc acc etc act gag gtc tea gga cac ggg 1200 
Trp Gly Thr Gin Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly 
385 390 395 400 

ttg tgc ata gga aag gtg ccc ttt acc cat cag cat etc tgc aat cag 1248 
Leu Cys He Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gin His Leu Cys Asn Gin 
405 410 415 

acc eta tec ate aat tec tec gga gac cat cag tat ctg etc ccc tec 1296 
Thr Leu Ser He Asn Ser Ser Gly Asp His Gin Tyr Leu Leu Pro Ser 
420 425 430 

FIOTRB 3C 



45 



EP 1 006 123 A2 



aac cat age egg tgg get tgc age act ggc etc ace cct tgc etc tee 1344 
Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser 
435 440 445 

ace tea gtt ttt aat cag act aga gat ttc tgt ate cag gtc cag ctg 1392 
Thr Ser Val Phe Asn Gin Thr Arg Asp Phe Cys He Gin Val Gin Leu 
450 «5 460 

att cet cgc ate tat tac tat cct gaa gaa gtt ttg tta cag gee tat 1440 
lie Pro Arg He Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu val Leu Leu Gin Ala Tyr 

gac aat tct cac ccc agg act aaa aga gag get gtc tea ctt acc eta 1488 
Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu 
485 490 495 

get gtt tta ctg ggg ttg gga ate aeg geg gga ata ggt act ggt tea 1536 
Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly lie Thr Ala Gly He Gly Thr Gly Ser 
500 505 510 



act gee tta att aaa gga cct ata gac etc cag caa ggc ctg aca age 
Thr Ala Leu lie Lys Gly Pro lie Asp Leu Gin Gin Gly Leu Thr Ser 
515 520 525 

etc cag ate gee ata gat get gac etc egg gee etc caa gac tea gtc 
Leu Gin lie Ala He Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gin Asp Ser Val 
530 535 540 

age aag tta gag gac tea ctg act tec ctg tec gag gta gtg etc caa 
ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gin 
54 5 * 550 555 560 

aat agg aga ggc ctt gac ttg ctg ttt eta aaa gaa ggt ggc etc tgt 
Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys 
565 570 575 
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gcg gcc eta aag gaa gag tgc tgt ttt tac ata gac cac tea ggt gca 1776 
Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr lie Asp His Ser Gly Ala 
580 585 590 

gta egg gac tec atg aaa aaa etc aaa gaa aaa ctg gat aaa aga cag 1824 
Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gin 
595 600 605 

tta gag cgc cag aaa age caa aac tgg tat gaa gga tgg ttc aat aac 1872 
Leu Glu Arg Gin Lys Ser Gin Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn 
610 615 620 

tec cct tgg ttc act acc ctg eta tea acc ate get ggg ccc eta tta 1920 
Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr He Ala Gly Pro Leu Leu 
625 630 635 640 

etc etc ctt ctg ttg etc ate etc ggg cca tgc ate ate aat aag tta 1968 
Leu Leu Leu Leu Leu Leu He Leu Gly Pro Cys He He Asn Lys Leu 
645 650 655 

gtt caa ttc ate aat gat agg ata agt gca tgt taa aattctggtc 2014 
Val Gin Phe He Asn Asp Arg He Ser Ala Cys 
660 665 

cttagacaaa atatcaggee ctagagaacg aaggtaacct ttaattttgc tctaagatta 2074 

gagctattca caagagaaat gggggaatga aagaagtgtt tttttttagc caact 2129 

ElflBBE 3B 



47 



EP1 006 123 A2 



IS* h 

* !!" 

s s- 

a 

u u 



8 



tn o 
*n o 



H E-t 

2 3* 



6 B- 



h > 

C5 



o FIGURE W»4 



O L) f-« > 

HI O 

*< < 

A < 

< *c 

O (9 

on: O OC 



H > H > 

M 

< < 

O H J O H »J 

W H OH 



48 



EP 1 006 123 A2 





0) 




c 








cn 




o 




01 




3 


to 

© 




55 










5 








> 


H 


C 


fa 


u 



< 

to 

M 

a; 

Q 
Z 

M 

u 

o 

> 



< 

co 

►H 

02 
Q 
Z 



O tu 

z 



Q O 



O > 

U O 

CO o 

h4 — J o t-J 

IT) 

x j x ax 

o a 



z 
z 

LO 
< 

>• 
a 

DC 

> 

H 

> 

< 

CO 

hH 

a: 
Q 
Z 
M 

1X4 

a 

> 



z 

(3 10 

U M 

Z a, 

u x 

J -J 

< a 

o x 

>- >< 

x o 

a a 

cc E- 



Q4 a. 

u u 

o- & 

-J ^ 

O O 

X x 

o» o 

a a 



> > 



13 

> > 



M < 

> > 
< > 



< < 

a o 

> > 

> > 



CO 


CO 


CO 


CO 




M 




M 


a: 




oc 


OS 


a 


a 


o 


O 


z 










> 


> 


> 








Cb 


o 


a 


a 


o 


> 


> 


> 


> 


1-1 










a: 


PS 


OS 


5000 


MuLV 
) trope) 
4 07 OA 


IVOT 


a 
z 
a 


env 


is 

u > 
a> c 


env 



49 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. w«gmai 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ black borders 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

ElBLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 
□ ^>KE WED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (us™ 



